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Nazev disertacni prace: VyuZziti modernich analytickych metod v klinickém vyzkumu

Disertacni prace, komponovand jako soubor péti publikaci, se zabyva vyvojem,
optimalizaci a validaci chromatografickych metod a extrakénich postupt
pro stanoveni c¢asnych biomarkerd aktivace imunitniho systému (neopterinu,
kynureninu a tryptofanu) ve slinach a gingivalni tekutiné u onkologickych pacient(
a pacientl s parodontdlnim onemocnénim. Dale je v praci zkouman potencial vyuziti
Clarkova senzoru pro zjiSténi spravné funkce trombocytl pomoci méreni
mitochondridlni respirace a jeho aplikace v klinickém vyzkumu. Prace vznikla
na zakladé spoluprace s nékolika klinickymi pracovisti FN Hradec Kralové a Olomouc

a Oroboros Instruments (Innsbruck, Rakousko).

V teoretické ¢asti prace jsou blize popsany jednotlivé analyty, jejich klinicky vyznam,
vyuzité biologické matrice a jejich Uprava pred analyzou. Dale jsou zde diskutovany

separacni metody a metody detekce, které byly pouzity v rdémci této prace.

Vlastni experimentdlni prace je rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ast je vénovana
vyvoji, optimalizaci a validaci HPLC metod a jejich naslednému vyuziti v aplikovaném
vyzkumu (Pfiloha 1-4). V chromatografické c¢asti jsou komentovany dvé publikované
metody ajedna prace reSersni. Vyvinuté metody jsou zamérené na stanoveni
Casnych biomarker( zanétu ve slinach a gingivalni tekutiné zahrnujici jednoduchou
Upravu vzorku vyuzitelnou pro velké série vzorkl s dirazem kladenym na neinvazivni
odbér pro pacienta. Metody vyuZivaji spojeni s vysoce citlivymi typy detekce jako je

hmotnostni spektrometrie, fluorescenéni detekce a detektor s diodovym polem. Dale
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je vtéto casti komentovana jedna biomedicinska prace zabyvajici se stanovenim
neopterinu v moci u pacienta s malignim melanomem, na které jsem béhem svého

doktorského studia spolupracovala.

Druha cast popisuje stanoveni mitochondridlni respirace trombocytd pomoci
polarografického senzoru kysliku u zdravych darcd krve s vyuzitim dvou odlisSnych
separacnich technik pro izolaci trombocytd (Pfiloha 5). Vysledkem je ucelena
metodickd publikace, jejiz poznatky mohou byt vyuzZity pro dalSi experimentdlni

prace.
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Title of Doctoral Thesis: Application of modern analytical methods in clinical

research

The dissertation thesis, composed as a compilation of five publications, is dealing
with the development, optimization and validation of chromatographic methods
and extraction procedures for the determination of early activation of the immune
system biomarkers (neopterin, kynurenine, and tryptophan) in saliva and gingival
crevicular fluid in oncological patients and patients with periodontal diseases.
Furthermore, the potential of the use of Clark's sensor to determine the correct
function of platelets by measuring mitochondrial respiration and its application
in clinical research is under investigation. This work was based on cooperation
with several clinical departments of the University Hospital Hradec Kralové

and Olomouc, and Oroboros Instruments (Innsbruck, Austria).

The theoretical part of the thesis is focused on detail description of the individual
analytes, their clinical significance, used biological matrices and their preparation
before the analysis. Methods of separation and detection, which were used in this

work, are also discussed.

The experimental work is divided into two parts. The first part deals
with development, optimization, and validation of HPLC methods and their
subsequent use in applied research (Supplement 1-4). Two methods and review
article are described in the chromatographic part of the work. Developed methods
focused on determination of early biomarkers of inflammation in saliva and gingival

crevicular fluid include a simple sample preparation suitable for large series
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of samples with an emphasis on non-invasive sampling. The methods use connection
with highly sensitive types of detection techniques such as mass spectrometry,
fluorescence, and diode array detection. In the next section of this part biomedical
article is discussed. Presented work deals with the determination of urinary
neopterin in relation with oncological disease. | was involved in this study during my

doctoral studies.

The second part describes the determination of mitochondrial platelet respiration
in healthy blood donors using a polarographic oxygen sensor in combination
with two different separation techniques for isolation of platelets (Supplement 5).
The comprehensive methodological publication could be used for follow-up

experimental works.
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Seznam poutzitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Acetyl-CoA
ADP

AmAc
AmFo

Amper-ED

ATP
CE
Coulo-ED

DAD
DNA
ED
EDTA
ELISA
EMA
ETS
FDA
FLD
FN
GCF
GTP
HILIC

HPLC

HRR
ICH

Acetylkoenzym A (Acetylcoenzym A)

Adenosindifosfat (Adenosine Diphosphate)

Octan amonny (Ammonium Acetate)

Mravencan amonny (Ammonium Formate)

Amperometricka elektrochemicka detekce

(Amperometric Electrochemical Detection)

Adenosintrifosfat (Adenosine Triphosphate)

Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

Coulometricka elektrochemicka detekce

(Coulometric Electrochemical Detection)

Detektor s diodovym polem (Diode Array Detector)
Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

Elektrochemicka detekce (Electrochemical Detection)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
Enzymova imunoanalyza (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
Evropska |ékova agentura (European Medicines Agency)

Elektronovy transportni fetézec (Electron Transport System)

Utad pro kontrolu potravin a Ié&iv (Food and Drug Administration)
Fluorescencni detekce (Fluorescence Detection)

Fakultni nemocnice (University Hospital)

Gingivalni tekutina (Gingival Crevicular Fluid)

Guanosintrifosfat (Guanosine Triphosphate)

Hydrofilni interakéni chromatografie

(Hydrophilic Interaction Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)

Respirometrie s vysokou sensitivitou (High Resolution Respirometry)
Mezindrodni rada pro harmonizaci technickych poZzadavki
na humanni 1éciva (International Council for Harmonisation

of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)
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Seznam poutzitych zkratek

IDO
IMM
INF-y
IS
LC-MS

LLE
LLOQ
ME
MRM
MS
MS/MS
mtDNA

NADH
OMM
PP
RIA
ROS
SPE
TDO
UA
UHPLC

uv
Vis

Indolamin 2,3-dioxygenaza (Indolamine 2,3-Dioxygenase)

Vnitfni mitochondrialni membrana (Inner Mitochondrial Membrane)
Interferon gamma (Interferon Gamma)

Vnitfni standard (Internal Standard)

Spojeni kapalinové chromatografie shmotnostni spektrometrii
(Coupling of Liquid Chromatography and Mass Spectrometry)
Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid Liquid Extraction)

Dolni mez stanovitelnosti (Lower Limit of Quantification)

Matricové efekty (Matrix Effects)

Monitorovani vice iontovych reakci (Multiple Reaction Monitoring)
Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)
Mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina

(Mitochondrial Deoxyribonucleic Acid)
Nikotinamidadenindinukleotid (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
Vnéjsi mitochondridlni membrdana (Outer Mitochondrial Membrane)
Srazeni bilkovin (Protein Precipitation)

Radioimunolyza (Radio Immuno Assay)

Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

Extrakce na tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

Tryptofan 2,3-dioxygendza (Tryptophan 2,3-Dioxygenase)

Kyselina mocova (Uric Acid)

Ultra-vysokoucinna kapalinovéd chromatografie

(Ultra High Performance Liquid Chromatography)

Ultrafialova oblast (Ultraviolet)

Viditelnd oblast svétla (Visible Light)
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Uvod

1. UVOD

Interpretace laboratornich vysledkd je nedilnou soucasti diagnostiky a nasledné
efektivni [écby. VyuZiti modernich technologii v klinickém vyzkumu i rutinni
laboratorni praxi je klicové pro spravné a vcasné odhaleni zdvaznych onemocnéni
a monitoring jejich terapie. Snaha o implementaci novych postupl je casto
provazena mnoha komplikacemi jako jsou komplexni biologické matrice podléhajici
celé fadé biochemickych a fyzikdlnich interakci, spravnd pfiprava vzork(, stanoveni
stopovych mnozstvi endogennich latek a komplikace pfi celkové validaci téchto

procesu.

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) md potencial splfiovat vSechna
kritéria pro vysoce selektivni, specifické a citlivé stanoveni latek v biologickych
matricich v klinické praxi. Zapojeni HPLC v klinickém vyzkumu jako klicové metody je
dokumentovano neustale narlstajici fadou publikacnich vystupl ve védeckych
databazich. HPLC je ¢asto vyuZivana jako soucast jak zakladniho, tak i aplikovaného
vyzkumu a v kombinaci s moderni detekéni technikou je silnym konkurentem rutinné

vyuzivanych imunochemickych a enzymatickych postupu.

Biosenzory jsou vysoce citlivd zafizeni, kterd jsou schopna poskytovat specifickou
kvantitativni nebo semikvantitativni analytickou informaci o dané latce, jsou dalSim
z modernich smér0 v dnesni laboratorni diagnostice. Své uplatnéni nalezly nejen
v rutinnim provozu, ale diky mozZnosti jejich miniaturizace, v béZném Zivoté laické
verejnosti. Svou nezastupitelnou roli maji také v zakladnim vyzkumu. Nejbézinéji
takto vyuzZivanym se typem biosenzoru je amperometricky senzor Clarkova typu,
ktery detekuje proud pfimo umérny koncentraci kysliku v méfeném vzorku. Toho se
vyuzivd napriklad v glukometrech pro stanoveni glukdzy u pacientl s diabetes
mellitus. Zminény amperometricky senzor lze také vyuZzit napfiklad ve vyzkumu
k objasnéni bioenergetickych funkci mitochondrii u riznych typl bunék. Z Iékarského
hlediska jsou poruchy mitochondridlnich funkci pfi¢inou Sirokého spektra

genetickych poruch, nékterych civilizacnich chorob a jinych zdvainych onemocnéni.
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Uvod

Pomoci funkéni analyzy lze tedy studovat dopad poruch biosyntézy metabolit(

na energeticky metabolismus buriky, tkané nebo organismu.

Vyuzitim chromatografickych metod a metod funkéni analyzy je mozné ziskat uceleny
pohled na pfi¢iny a ndsledky jednotlivych onemocnéni, jejichz studium mize

vyznamné prispét k rozvoji novych lécebnych sméra.
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Cil prace

2. CiL PRACE

Hlavnim cilem predkladané disertacni prace byl vyvoj, optimalizace a validace dvou
novych chromatografickych metod a metodiky pro stanoveni biomarkerd aktivace
imunitniho systému (neopterin, kynurenin a tryptofan) a kyseliny mocové ve slinach
a gingivalni tekutiné a jejich aplikace v klinickém vyzkumu. DalS$im cilem bylo
zavedeni inovativniho pfistupu méfeni mitochondridlni respirace ve Fakultni
nemocnici (FN) Hradec Kralové, ktery vyuzivd detekéniho mechanismu Clarkova

senzoru pro sledovani funkénosti metabolismu trombocytd v lidském organismu.

Vyvoj zminénych chromatografickych metod byl zaméfen na jednoduchost, rychlost
a aplikovatelnost v ramci velkych sérii vzorkd. PoZadavky na vyvoj novych metod
vychazeji z FN Hradec Kralové a FN Olomouc, kde také probéhl odbér biologického
materidlu od pacientd a zdravych darc. VSichni Ucastnici studii podepsali

informovany souhlas, ktery byl schvalen etickou komisi.

Prvnim cilem chromatografické ¢dasti bylo vyvinout HPLC metodu ve spojeni
fluorescencni detekci (FLD) a detekci sdiodovym polem (DAD) pro stanoveni
neopterinu, kynureninu, tryptofanu, kreatininu a kyseliny mocové ve slinach.
Nedilnou soudasti vyvoje této metody a metodiky byla téZz optimalizace odbéru,
extrakéniho postupu, analyzy a nasledné testovani stability. VSechny kroky byly
realizovany ve spolupraci s Onkologickou klinikou FN Olomouc a Stomatologickou
klinikou FN Hradec Kralové. Dil¢im, avsak dualezitym cilem této Casti prace bylo
sepsani reSerSe zameérené na stanoveni kyseliny mocové ve slinach pro diagnostiku
zavaznych onemocnéni, shrnuti dostupnych poznatkd o vyznamu této latky v lidském
organismu, metoddach odbéru vzorku slin, extrakénich technikach a analytickych

metoddch pro jeji stanoveni.

Druhym cilem chromatografické &asti bylo vyvinout a validovat rychlou a citlivou
metodu pro stanoveni neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu v gingivalni
tekutiné s vyuZitim ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie standemovou

hmotnostni spektrometrii a FLD. Metoda byla vyvijena ve spolupraci se
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Stomatologickou klinikou FN Hradec Kralové a aplikovana na vzorky gingivalni
tekutiny odebrané od (i) pacientd s parodontalnim onemocnénim a (ii) zdravého

souboru darcu.

Cilem druhé casti experimentdlni prace bylo porovnat mitochondridlni respiraci
trombocyt( izolovanych z krve od zdravych darcti pomoci dvou izola¢nich metod:
centrifugace periferni krve v hustotnim gradientu a aferetického odbéru trombocytu
na separatoru. Jednd se o inovativni studii, ktera ve svém zaméreni propojuje béznou
klinickou diagnostiku (venepunkce, transfuze trombocytll) a Cisté experimentdlni
metodiky, vyuZivajici centrifugaci a detekci pomoci Clarkova senzoru (analyza
mitochondridlni respirace). Navrh k zavedeni metodiky do souboru vySetfovacich
moznosti vyzkumné laboratofe vzeSel ze spoluprace s pracovistém IIl. interni
gerontometabolické kliniky FN Hradec Kralové. Pfedkladana experimentalni prace je
také zaloZena na spolupraci s fadou odbornikl z IV. interni hematologické kliniky,
Transfizniho oddéleni, Ustavu klinické imunologie a alergologie FN Hradec Kralové
a Oroboros Instruments (Innsbruck, Rakousko), ktera se rozvinula vramci mé

zahranicni spoluprace.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Vybrané biologické matrice a zpusoby jejich odbéru

3.1.1 Krev

Krev je povazovana za nejbéinéji vyuzivany biologicky materidl pro vysSetieni
v rutinnich laboratofich i ve vyzkumu. Typy odbéru se rozdéluji na vendzni, arterialni
a kapilarni. Odbér by mél byt provadén idedlné po 10 az 12 hodindch lacnéni
do zkumavek dle poZzadavku na vysSetieni. Pro vySetieni se pouziva plna krev, plazma
nebo sérum. V ptipadé séra je krev odebirdna do zkumavek bez antikoagulacnich
¢inidel. Pfed centrifugaci je nutno krev nechat 20 minut samovolné srazet. Pro ziskani
plazmy je nutné pouzivat zkumavky s protisrazlivym Ccinidlem jako je heparin,
3,8% citronan sodny, K2EDTA nebo Na2EDTA.

Béhem centrifugace plné krve dochazi k oddéleni krevnich elementd (erytrocytd,
leukocytl a trombocytl) od plazmy, pricemzZ nejnize klesnou erytrocyty (Obr. 1).
Centrifugace se nejbéznéji provadi pfi relativni odstredivé sile (RCF) 1 000—1 500 x g

po dobu 10 minut pfi pokojové teploté [1, 2].

—

\ 4

Obr. 1 Centrifugace pIné nesrazlivé krve pro oddéleni plazmy (prevzato ze zdroje [3] a upraveno)
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3.1.1.1 Trombocyty

Krevni desticky neboli trombocyty jsou 2-4 um velké bezjaderné elementy
diskoidniho tvaru, které maji nezastupitelnou roli v hemostdze. Trombocyty vznikaji
v kostni dreni odsStépovanim cytoplazmy megakaryocytli, které jsou tvoreny

z pluripotentni kmenové buriky (Obr. 2). Dosahuiji Zivotnosti 9-12 dni [4].

Kostni dren

I-" & Hematopoeticka
¥ kmenova buika
l...

FEoY Myeloidni 4 9

L .,-“'progenitor Lymph?idnl .

el progenitor 4
|

|
© 0 o 9o

Eosinofil Megakaryocyt  Neutrofil Erytrocyt Monocyt Bazofil ' i
NK burika T lymfocyt B lymfocyt
** ::: QJ 2

Krevni desticky Makrofag Dendriticka burika

Obr. 2 Schématické znazornéni diferenciace kmenovych bunék kostni dfené (prevzato ze zdroje [4]

a upraveno)

Struktura trombocytu (Obr. 3) je tvofena plazmatickym obalem, jehoz soucasti je
albumin, fibrinogen, koagula¢ni a plazmatické Ilatky (globuliny, glykoproteiny)
aviskézni matrix. Ddle trombocyty obsahuji organely jako jsou denzni téliska,

a-granula, lyzozomy, peroxizomy a mitochondrie [5].
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Obr.3 Struktura trombocytu (pfevzato ze zdroje [6] a upraveno)

Fyziologicka hladina trombocytd v krvi je v rozmezi 150-400 x 10°%/I [5]. Se zvy$enymi
pocty trombocytl (trombocytézy) se nejéastéji setkdvame u esencidlni
trombocytémie, polycytémia vera, myeloproliferativnich onemocnéni, zanétl
nebo po splenektomii. Naopak snizené pocty trombocytl (trombocytopenie) mohou
byt nalezeny u poruch kostni dfené, imunitnich onemocnéni, leukémie
nebo pfi Iékovych intoxikacich [5, 6].

Trombocyty jsou metabolicky aktivni a vyuZivaji mitochondrie jako hlavni zdroj
adenosintrifosfatu (ATP). Kromé energetické podpory, mitochondrie také hraji
klicovou roli v regulaci jeho aktivace, zejména jako zasobarna vapenatych iontd, ¢imz
pfispivaji k udrzovani stadlého vnitfniho prostredi [7]. Béhem aktivace trombocytl
dochdzi ke zvyseni oxidace substratl (glukdza, glutamin a mastné kyseliny)

a k udrzeni intracelularnich hladin ATP.

3.1.2 Mo¢

Moc¢ vznika filtraci krve v glomerulech ledvin. Prostfednictvim mocdi jsou vyluéovany
odpadni latky, aby byla zachovana homeostdza v organismu. Jedna se o kapalinu
nazloutlého zbarveni o pH 5-8. Hlavni slozkou modi je voda, ve které jsou obsazené

odpadni dusikaté latky. Ddle obsahuje rozpusténé soli (chloridové, sodné a draselné
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ionty), sacharidy, lipidy (mastné kyseliny, fosfolipidy, cholesterol a triglyceridy)
a velmi malé mnozstvi bilkovin (<0,15 g/den) [1, 2, 8].

Produkce moci se meéni béhem dne, vzavislosti na pfijmu a vydeji tekutin
¢i konzumaci léka. RozliSujeme tedy nékolik typl odebrané moci — prvni ranni moc,
moc ziskand v prlbéhu dne ¢i moc sbirana za urcity cas. Nejcastéji se vyuziva
k vySetfeni vzorek prvni ranni moci, a to z dlivodu zakoncentrovani vylu¢ovanych
latek béhem noci. Moc je odebirdna do cistych, suchych a uzaviratelnych sbérnych

nadob dle typu vysetteni (Obr. 4) [9].

o a -
Nalepte etiketu podél f I
linky. "‘. Saci 3pitku ponofime do nadoby
. | _gl.‘;‘ a vytdhneme pist Urin-Monovette* aZ
Sejméte zdtku a =] k zakladni lince.
uchovejte ji pro zpétné !
uzavieni! ,
Omi ’ Nasadime saci $pi¢ku. \ Z/ |
8
=
§ a Sejméte saci Spicku a
u nasadte zpatky zdtku.
§ ? Drite Urin-Monovette* \ 9lz!l_omte. pist: '.)m Ast
L P \ Spicku zlikvidujte.
= ve svislé poloze 3pickou .

dolti a¥ nadoraz, aby jste
vyprazdnili saci $picku.

H vzhlru a pist stédhnéte

Obr. 4 Piiklad systému Monovette (Sarstedt, Praha, Ceska republika) pro odbér mo¢i véetné postupu

(pFevzato ze zdroje [9])

3.1.3 Sliny

Béhem poslednich let ziskalo vyuzZiti slin jako diagnostického materidlu znaénou
pozornost. Hlavnimi vyhodami jsou neinvazivni metoda odbéru, sniZzené riziko
prenosu infekce na laboratorni personal pfi manipulaci se vzorkem a ndkladové
efektivnéjsi pfistup ke screeningu velkych populaci nez u odbéru krve. Sliny jsou
tvoreny ve slinnych zZlazach a maji nenahraditelné funkce pro lidsky organismus jako
je funkce travici, vyluovaci a ochrannd [2]. Lidské sliny se skladaji zejména z vody
a anorganickych latek [10]. Podrobny pfehled slozeni slin ukazuje Obr. 5.
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Obr. 5 Slozeni slin

3.1.3.1 Odbér slin

Vzorky slin se obvykle odebiraji rano nalaéno nebo nejdfive 30 minut po konzumaci
jidla a piti, vyplachu ust a kouteni [11]. Doporuceni se vsak muze lisit podle pokyn(
vyrobce odbérového zafizeni ¢i typu vysetreni.

Odbér slin mlze byt rozdélen na dva zakladni pristupy: celkovy odbér slin a odbér
ze slinnych Zlaz. Odbér slin pfimo ze Zlazy je ojedinély, technicky velmi ndroény
s nizkym vytéZzkem a vyZaduje provedeni odbornikem. Oproti tomu odbér celkovych
slin je dnes hojné vyuZivan a pomoci tohoto pristupu mazeme ziskat az 5 ml slin.
Sliny se mohou odebirat dvéma zpUsoby v zdvislosti na typu odbérové soupravy,
kterou zvolime [12]. Prvni z nich vyuzivd k odbéru pasivniho slinéni do predem
urcené nadoby. Jednd se o jednoduchou a pohodinou techniku pro pacienty, ktefi ji
mohou vykonat i vdomdacim prostredi. Prikladem komeréné dostupného kitu je

Saliva Collection Aid kit (Salimetrics, Carlsbad, USA), ktery se sklada ze sbérné nadoby
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a nastavce. Po vloZeni nastavce do ust se nechaji sliny pasivné stékat do vialky

(Obr. 6) [13].

P
SALIVE :5)
- ,—-ﬂs\( e
Z —ra cou.zcrlon AID

Ho /52006
Patent Pending

——

Obr. 6 Odbérovy systém slin Saliva Collection Aid (Salimetrics, Carlsbad, USA) (prevzato ze zdroje [13])

Druhym typem je stimulovany odbér Zvykanim inertnich materiadl( jako je bavinény
valeCek nebo polyesterova houba. Ke stimulaci slinéni lze pouzit i kyselinu
citrénovou, ta vsak snizuje pH vzorku, a tim mUzZe ovlivnit vysledky analyzy. Mezi
nejbéinéji pouzivané odbérové soupravy patii komeréné dostupny Salivette systém
(Sardstedt, Praha, Ceska republika), ktery obsahuje zkumavku s vnitfni nadobou,
do které se vklada bavinény vélecek ¢i tampdn (Obr. 7). Pfi odbéru je doporuceno
bavinény valeéek Zvykat nebo vloZit pod jazyk po dobu 5 minut. Po nasati slin je
valeCek zpét vloZzen do vnitfniho nastavce zkumavky. K ziskani slin zkumavku
centrifugujeme pti 1000 x g po dobu 2 minut a 4 °C. Mezi hlavni vyhody tohoto typu
odbéru patfi jednoduchost a nizsi viskozita slin, nez je tomu u pasivniho slinéni

[10, 12, 14, 15].
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Obr. 7 Odbérovy systém slin Salivette (Sardstedt, Praha, Ceska republika)

3.1.4 Gingivalni tekutina

Dasnovy Zlabek (sulcus gingivalis) predstavuje prohlubenn mezi okrajem ddésné
(gingivy) a povrchem zubu. Dno dasnového Zlabku je tvofeno spojovacim epitelem,
jez spolu svazivovou tkani pod nim vytvari bariéru mezi nesterilnim prostfedim
dutiny Ustni a sterilnim vnitfnim prostfedim organismu. Za parodontalni chobot je
povazovano prohloubeni ddsfiového Zlabku, které mize byt zplsobeno koronarnim
posunem okraje gingivy pfi zanétlivé reakci. Zanét gingivy je nasledné spojen
s otokem, zvySenim permeability kapildr, ztenCenim a degenerativnimi zménami
epitelu stény parodontdlniho chobotu, leukocytarni infiltraci a destrukci kolagenu.
V pfipadé parodontitidy dochazi také kresorpci alveolarni kosti a prohlubovani
parodontdlniho chobotu apikalnim smérem [16].

Gingivalni tekutina (GCF) je vyluCovdna pres spojovaci epitel do oblasti dasfového
Zlabku. Jedna se o transudat ¢i exsudat krevni plasmy [17]. Obsah bilkovin a objem
GCF kolisa v zavislosti na stupni zanétu gingivy, tedy na permeabilité kapilar a stupni
poskozeni epitelu ddshnového Zlabku. MnoiZstvi tekutiny je zavislé na permeabilité
kapilar spojovaciho epitelu. Pfi zdravém parodontu je jeji mnozstvi témér nulové,
GCF ma charakter transudatu. Naopak se stupnujicim se zdnétem se jeji mnozZstvi
zvySuje az dasnového Zlabku vznika parodontalni chobot (Obr. 8). NejdulezZitéjsSimi
funkcemi GCF jsou jeji antimikrobialni a protizanétlivé ucinky, dale zlepSuje adhezi

epitelovych bunék a Cisti Zlabek od nezadoucich latek.
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GCF obsahuje, kromé komponent krevniho séra, také Ilatky tvorené pfimo
v dasnovém Zlabku/parodontainim chobotu. Jedna se o produkty rozpadu tkani,
mediatory zanétu a protilatky proti bakteriim zubniho plaku. V GCF jsou ddle
pfitomny bunky a jejich fragmenty, zejména se jednd o leukocyty, erytrocyty,
epitelidini a bakteridlni buniky. GCF tedy obsahuje jak anorganické (sodné, draselné,
vapenaté a fosfatové ionty), takiorganické latky (proteiny vcetné enzymd,
imunoglobuliny, polysacharidy) [18, 19]. Potencidl GCF jako diagnostické tekutiny
poprvé zminili Brill a Krasse jiz v roce 1988 [20]. Nejbéznéji je odbér GCF indikovan
pfi sledovani progrese onemocnéni u pacientl s parodontalnim onemocnénim.
Parodontalni onemocnéni predstavuji skupinu bakteridlnich infekénich onemocnéni
s pretrvavajicim zdnétem, rozpadem pojivové tkané a destrukci alveoldrni kosti
[21, 22]. V soutasné dobé je zlatym standardem pro diagnostiku parodontdlnich
onemocnéni klinické vysetteni, tedy hodnoceni hloubky parodontalnich chobotq,

krvacivosti po sondazi, ¢i gingivalni index [23, 24].

Dasrovy = Parodontalni
ilabek chobot

Obr. 8 Porovnani zdravé (vlevo) a postizené (vpravo) tkané

3.1.4.1 Odbér gingivalni tekutiny

Odbér GCF muzZeme rozdélit na intrasulkularni a extrasulkuldrni. Mezi intrasulkuldrni
pristupy patfi odbér pomoci retrakéniho vlakna ¢i papirového ¢epu. Béhem tohoto
odbéru se vlakno ¢i ¢ep jemné zavadi pfimo do dasfiového Zlabku/parodontalniho

chobotu, kde se ponechd urcitou dobu, aby dostatecné absorbovalo tekutinu a poté
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se odebere do zvazené zkumavky. Extrasulkuldrni pfistup je zaloZen na vyplachu
dasnového Zlabku/parodontdlniho chobotu a odbéru pomoci mikrokapilary,
papirového ¢epu nebo absorpcénich prouzkt filtracniho papiru. Vtomto pripadé se
GCF odebira z usti dasnového Zlabku/parodontainiho chobotu [18, 25-27]. Vybrané
metody odbéru GCF jsou ukdzany na Obr. 9. Nejbéznéji se vyuzivd odbéru GCF
pomoci prouzkl filtraéniho papiru. Po absorpci GCF se odebrany objem kvantifikuje
pomoci pfristroje Periotron (Oraflow Inc.,, Smithtown, NY, USA), ktery detekuje
vlhkost filtracnich prouzk(, a tim dokdaze kvantifikovat odebrané mnozstvi tekutiny.
Odbér pomoci mikrokapilary lze snadno kvantifikovat diky komeréné dostupnym
kalibrovanym kapilardm o rlznych objemech, avsak transport a snim spojena
moznost odpareni GCF radi tuto techniku do méné vyuZivanych metod odbéru.
Stejné tomu je u vyplachu Zlabku/chobotu, kde je velmi obtizné urcit presny faktor

fedéni a findlni objem odebrané tekutiny [27].

Obr. 9 Ukazka typl GCF odbéru. (A) Odbér pomoci mikrokapilary, (B) odbér pomoci pfedvazeného

retrakéniho vlidkna a (C) odbér pomoci papirového cepu
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3.2 Cilové analyty

3.2.1 Biomarkery aktivace imunitniho systému

3.2.1.1 Neopterin

Neopterin (D-erythro-1,2°,3'-trihydroxypropylpterin) (Obr. 10) se fadi do skupiny
pteridin(. Pteridiny jsou aromatické chemické slouceniny slozené z kondenzovanych
pyrimidinovych a pyrazinovych kruhl. Jedna se o nizkomolekularni latku, jejiz

mnozstvi se zvySuje pfi imunitni reakci v organismu [28].

H
N N NH .
J \( Neopterin

HO A N Mw = 253,218 g/mol
N logP = -2,06

» OH
OH

OH

Obr. 10 Struktura neopterinu

Neopterin je tvoren predevSim v makrofazich pochdzejicich z monocytl
a dendritickych bunék jako odpovéd na produkci interferonu gamma (INF-y), ktery se
vylucuje z aktivovanych Thl lymfocytl. Uvolfiovani probiha zpravidla na pocatku
imunologické odpovédi a je také spojeno s antimikrobidlni a antivirovou aktivaci
imunitniho systému. Vyssi hladiny INF-y nasledné vedou k aktivaci guanosintrifosfat
(GTP)-cyklohydroldzy, a tim ke stimulaci syntézy neopterinu z GTP. Béhem prvniho
kroku jeho syntézy vznikd 7,8-dihydroneopterin trifosfat, ktery muize byt vyuzit
pro syntézu neopterinu nebo tetrahydrobiopterinu (Obr. 11) [28].

Neopterin Ize detekovat v rdznych télesnych tekutinach, jako je sérum, mozkomisni
mok, synovialni tekutina, pankreatickda s$tava, moc, sliny nebo ascitickd tekutina
[24, 28-31]. Hladina neopterinu vtélnich tekutinach je zvySena u infekci,

autoimunitnich a malignich onemocnéni, rejekce aloimplantatu nebo také u selhani
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srdce a ledvin [32]. Jedna se o citlivy biomarker, jelikoz jeho reakce na imunitni

podnét je drivéjsi, neZ je tomu u bézné pouzivanych marker( [33].

Antigenni T TNF-a
stimulace l TTNF'C‘ It
r\
—
INF-y
B )TNF—U
IL-2 :
GTP

Guanosintrifosfat hydroldza 1

v

7,8-dihydroneopterintrifosfat =P Neopterin

v
NO-syntdza Tetrahydrobiopterin

KA Arginin  se—— Citrylin

NO

\ ROS
4——/’

Vazodilatace

Obr. 11 Mechanismus aktivace imunitniho systému s naslednou syntézou neopterinu. TNF-a — tumor
nekrotizujici faktor alfa; IL-1 — interleukin 1; IL-2 —interleukin 2; INF-y — interferon gamma; GTP —

guanosintrifosfat; NO — oxid dusnaty; ROS — reaktivni formy kysliku

3.2.1.2 Tryptofan a kynurenin

Tryptofan je esencidlni nepoldrni aromatickd aminokyselina. Kynurenin vznika jako

produkt katabolismu tryptofanu (Obr. 12 a 13).

@]
HO Tryptofan
& Mw = 204,229 g/mol
HzN\ logP = -1,09
HN

Obr. 12 Struktura tryptofanu
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NH, O NH, Kynurenin

OH
Mw = 208,217 g/mol

logh=-1,91

Obr. 13 Struktura kynureninu

Tryptofan je také soucasti biosyntézy serotoninu a melatoninu (Obr. 14). VétSina
pfijatého tryptofanu je odbouravano pres takzvanou kynureninovou metabolickou
cestu, ktera je iniciovana enzymy tryptofan 2,3-dioxygenazou (TDO) aindolamin
2,3-dioxygendzou (IDO). TDO se nachdzi v jaternich burikach, zatimco IDO je
exprimovan vrlznych bunkach véetné makrofdgli a dendritickych bunék
pochazejicich z monocytl. Diky témto enzymUm dochdzi k pocatecni preméné
tryptofanu na formylkynurenin, ktery je dale rozlozen na kynurenin. IDO je
prednostné indukovana cytokinovym INF-y a jeji aktivita je nejlépe charakterizovdna
pomérem kynurenin/tryptofan, ktery Casto koreluje s hladinami markert aktivace
imunitniho systému, jako je neopterin [34].

U infekénich, autoimunitnich, malignich onemocnéni a poruchach, které zahrnuji
imunitni aktivaci bunék (typu Th1) je pozorovana nizka hladina tryptofanu v séru
a plazmé. Z toho vyplyvd, Ze ve stavech pretrvavajici imunitni aktivace maze nizka
hladina tryptofanu pfispivat k imunodeficienci. Snizeny sérovy tryptofan maze také

ovliviiovat biosyntézu serotoninu a vést k depresivnim stavim [35-37].
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Melatonin
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Tryptofan

'

Formylkynurenin

+

Kyselina kynureninovd e Kynurenin ==——p Kyselina anthranilova

Y
3-Hydroxykynurenin == Kyselina xanthurenova

| Kyselina 3-hydroxychinaldinova

Kyselina 3-hydroxyanthranilova

v
2-amino-3-karboxymukonat semialdehyd

e

Kyselina quninolinova 2-aminomukonat semialdehyd
v / A
NAD Kyselina pikolinova Glutaryl CoA

Obr. 14 Katabolismus tryptofanu a vznik kynureninu a jeho derivatli. CoA —koenzym A; NAD —

nikotinamidadenindinukleotid

3.2.1.3 Stanoveni neopterinu, tryptofanu a kynureninu — reSerSe metod

Vradé klinickych studii patfi mezi nejéastéji pouzivané metody pro stanoveni
neopterinu, tryptofanu a kynureninu imunologické metody zejména ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay-enzymova imunoanalyza) a RIA
(Radio Immuno Assay-radioimunolyza), a to diky jejich jednoduchému provedeni. RIA
metody jsou zaloZzené na imunochemické reakci antigenu se specifickou protilatkou,
v pfitomnosti vhodné radioaktivné znacené latky, kterd umoznuje kvantifikaci.
Béznéji jsou vyuzivany komercéné dostupné ELISA metody. Jejich principem je vznik

imunokomplexu v pfitomnosti enzymem znacenych protildtek nebo antigenu.
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Nasleduje spektrofotometrickd enzymova detekce (zména zbarveni) po pfidani
chromogennich substratid. Ackoli maji tyto metody své vyhody zejména
v jednoduchosti provedeni a komeréni dostupnosti, maji i své nevyhody.
Mezi nedostatky patfi faleSnd pozitiva ¢i negativita vysledk( zplsobena zkfizenymi
reakcemi, vysoka cena stanoveni (kit pro jeden analyt a provedeni v dubletu)
a omezena doba exspirace kith. Chromatografické metody jsou vtomto pfipadé
povazovany za standardni a referenc¢ni metodu [38]. Jedna =z prvnich praci
o chromatografickém stanoveni neopterinu byla sepsana Hausenem a kol. jiz v roce
1982 [39]. Ve vétsiné pripadl chromatografického stanoveni téchto analyti se jedna
o separace, které vyuZivaji reverzni stacionarni faze typu C18 splné poréznimi
Casticemi nebo monolitickymi sorbenty [29, 40]. Pro stanoveni neopterinu bylo také
vyuzito separace pomoci hybridni stacionarni faze (BEH-amid) v médu hydrofilné
interakéni chromatografie (HILIC) [41, 42].

Jako mobilni faze se prevazné vyuzivaji pufry o rizné koncentraci a pH v kombinaci
s organickym rozpoustédlem (acetonitril, methanol). V pfipadé detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie byvd mobilni fdze tvorena acetonitrilem ¢i methanolem
a vodou s upravenym pH. Neopterin je typicky detekovdan pomoci FLD pfti excitaéni
vinové délce 353 nm a emisni vinové délce 438 nm. Pro detekci tryptofanu
a kynureninu se nejbéznéji vyuziva FLD, detekce v ultrafialové nebo viditelné oblasti
svétla (UV/Vis) pfipadné DAD a MS. Tryptofan poskytuje fluorescenci pti excitaéni
vinové délce 254 nm a emisni vinové délce 404 nm. Kynurenin je stanovovan
v UV/Vis oblasti pfi 230 nm a 360 nm [29, 40, 42—48]. Extrakce analytl je nejbéznéji
zalozend na jednoduchém principu na bazi redéni a odstranéni proteinli. Nékteré
prace také wvyuZivaji extrakci na tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction)

[43, 47, 49, 50].

3.2.2 Kreatinin

Kreatinin je cyklicky imid kreatinu s dobrou rozpustnosti ve vodé (Obr. 15). Vznika
jako odpadni produkt kreatinu ve svalové tkani, kde je také soucéasné nejvétsi
zdsobdarna kreatinu v lidském téle. Po uvolnéni kreatininu ze svalové tkané

do cirkulace ndsledné vstupuje do ledvin a poté do moce. Koncentrace kreatininu
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v moci je konstantni v pribéhu celého dne a vyuZiva se ke korekci diurézy, ktera je
vyznamnym faktorem pro interpretaci laboratornich vysledk( pfi stanoveni latek
v modi [40].

Kreatinin je nejcastéji pouZivan jako biomarker rendlnich funkci. U rendlnich
poskozeni dochazi ke zhorSeni schopnosti ledvin filtrovat moc¢ a hladiny kreatininu se
zvySuji. Funkci ledvin lze vyhodnotit nékolika parametry, napf. vypocet tubularni
resorpce, glomerularni filtrace, frakéni exkrece nebo clearance kreatininu [51, 52].
Kreatinin se nejbéinéji stanovuje enzymatickou a Jaffého metodou. Principem
Jaffého metody je reakce kreatininu a kyseliny pikrové v alkalickém prostiedi
za vzniku komplexu o vyrazné Zluté barvé. Intenzita zabarveni se méri fotometricky.
Jednd se o metodu jednoduchou a levnou, ale snizkou specifitou a velkou
pravdépodobnosti vydavani falesné pozitivnich ¢i negativnich vysledkd diky
interferujicim 1atkdm (napt. bilirubin, ketolatky, glukéza atd.). Druhym typem
stanoveni jsou enzymatické metody, které jsou vice specifické, avsak také finanéné
narocnéjsi. Dochazi k preméné kreatininu na kreatin pomoci enzymu kreatininazy.
Treti mozZnosti stanoveni je vyuZiti chromatografickych metod ve spojeni s UV/Vis
detekci nebo MS [2, 53-55]. Kreatinin je nejbéinéji detekovan v UV oblasti
pfi 235 nm [40]. V porovnani svySe popsanymi metodami, chromatografické
stanoveni umoznuje soucasné stanoveni kreatininu s dalSimi cilovymi analyty v jedné

analyze véetné separace dalSich interferujicich latek ve vzorku [54].

CHB Kreatinin

|
H2N N Mw = 113,12 g/mol
\« / logP = 0,22
N
OH

Obr. 15 Struktura kreatininu
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3.2.3 Kyselina mocova

Kyselina mocova (2,6,8-trihydroxypurin, UA) (Obr. 16) je konecnym produktem
metabolismu purinovych nukleotidd v lidském organismu. UA se tvofi z xanthinu
a hypoxanthinu pomoci xanthinoxidoreduktazy a je z téla vylu¢ovdna moci. UA je
sloucenina Spatné rozpustna ve vodé. Vmoci pfi pH niz§im nez 5,5 se vyskytuje
v nedisociované formé a mulze vytvaret krystalky. S rostouci hodnotou pH a teplotou
se jeji rozpustnost zvysuje. V krvi pfi pH = 7,74 je pfitomna predevsim v ionizované
formé a se sodnymi a draselnymi ionty vytvari uraty, které jsou ve vodném roztoku
rozpustnéjsi. Velké mnozstvi UA (90 %) se v ledvinach zpétné vstiebavad do krve,
kde se podili na antioxida¢ni ochrané organismu a muzZe byt indikdtorem oxidacniho

stresu [49, 56-58].

Kyselina mocova

Mw = 168,112 g/mol

O:< | /& logP = -1,54

Obr. 16 Struktura kyseliny mocové

3.2.3.1 Klinicky vyznam ve slinach

Kyselina mocova je dulezitym klinickym markerem pro mnoho onemocnéni.
Pfi nadbytecné akumulaci UA v krvi dochazi ke tvorbé krystall urdatu sodného
v kloubech, synovidlni tekutiné a jinych tkanich, a to vede k zanétlivé artritidé zndmé
jako onemocnéni dna. Vysoké hladiny UA v krvi (hyperurikémie) jsou také spojeny
s onemocnénim ledvin, leukémii, Lesch-Nyanovym syndromem
nebo kardiovaskularnimi nemocemi. ZvySené hladiny UA muiZeme také nalézt
v organismu pri diabetes mellitus, zvySené hladiné cholesterolu, vysokém tlaku,
obezité nebo pfi zvySené konzumaci alkoholu. UA se nejbéZnéji stanovuje v krvi

a modi, avsak stanoveni ve slinach poskytuje neinvazivni alternativu. Jiz nékolik studii
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ukazalo, Ze existuje velmi dobra korelace mezi plazmatickymi hladinami UA a témi
slinnymi [58-63].

Podrobny prehled klinickych aplikaci stanoveni UA ve slindch je uveden v Tab. 1,
ktera shrnuje nalezené koncentrace UA ve slinach u pacientl a zdravych darcd,
metody odbéru a Upravy vzorku a pouzité analytické metody pro stanoveni.
Rozsahlejsi diskuze klinickych aplikaci je také sepsdna v reSerSi Vernerova a kol.,

kterd je soucasti predkladané disertacni prace (Priloha 1).
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Tabulka 1 Prehled vybranych metod s riznymi koncentra¢nimi hladinami UA ve slinach u rliznych klinickych aplikaci

Primérna Primérna
Odbér vzorku Uprava vzorku pted analyzou Metoda Typ . . konce’ntr,ace koncer\ trace Ref.
onemocnéni (zdravy darce) (pacient)
umol/I umol/I
AP (. Lo chronicka dnava
pasivni slinéni srazeni proteind HPLC-DAD e 513,0 [58]
artritida
stimulovana slina Zvykanim HPLC-LV,
\na ZVyKe extrakce na tuhou fézi Ampero-ED a 137,5 (ED) [49]
polyesterového valecku
Coulo-ED
pasivni slinéni fedéni a filtrace HPLC-MS 136,8 [64]
pasivni slinéni fedéni a filtrace HPLC-Ampero-ED 2345 [65]
o, srazeni protein, filtrace pomoci
pasivni slinéni centrifugacnich filtr( Ultrafree HPLC-MS/MS 46,8 [66]
pasivni slinéni fedéni, odstranéni proteind, HPLC-UV 115,0 (67]
filtrace
pasivni slinéni redéni a filtrace CE-Ampero-ED one_;rendc\)lcirr:enl 92,2 272,0 [64]

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie; CE — kapilarni elektroforéza; CZE — kapilarni zénova elektroforéza; CIE — kapilarni iontova elektroforéza; DAD — detektor
s diodovym polem; UV — detekce v ultrafialové oblasti; Ampero-ED — amperometrickd elektrochemicka detekce; Coulo-ED — coulometricka elektrochemicka detekce; MS —

hmotnostni spektrometrie; MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
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Tabulka 1 (pokracovani) Pfehled vybranych metod s riiznymi koncentra¢nimi hladinami UA ve slinach u rGznych klinickych aplikaci

Priimérna Priimérna
. . . , _ koncentrace koncentrace
Odbér vzorku Uprava vzorku pred analyzou Metoda Typ onemocnéni (zdravy dérce) (pacient) Ref.
umol/I umol/I
Salivette systém Fedéni a filtrace CZE-UV 65,4 (68]
pasivni slinéni filtrace CIE-UV 78,1 [69]
o Y v miniaturizovana
pasivni slinéni redéni a filtrace CE-Ampero-ED dna 52,9 850,6 [70]
pasivni slinéni fedéni a filtrace CE-Ampero-ED dna 70,0 411,0 [71]
pasivni slinéni centrifugace Uric Acid Liquicolor Plus Assay Kit rako"l']:‘:n‘?”t'"y 240,0 250,0 (72]
o, Amplex Red Uric Acid/Uricase diabetes mellitus 438,6
pasivni slinéni Assay Kit I all. typu 443,3 614.2 [73]
VT . Uric Acid Analysis Kit, kolorimetrie lichen planus
pasivni slinéni centrifugace (Cobas Mira autoanalyzator) dutiny dstni 124,9 285,5 [74]

HPLC — vysokoucinna kapalinovd chromatografie; CE — kapilarni elektroforéza; CZE — kapilarni zénova elektroforéza; CIE — kapilarni iontova elektroforéza; DAD — detektor

s diodovym polem; UV — detekce v ultrafialové oblasti; Ampero-ED — amperometrickd elektrochemicka detekce; Coulo-ED — coulometricka elektrochemicka detekce; MS —

hmotnostni spektrometrie; MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
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Tabulka 1 (pokracovani) Pfehled vybranych metod s riiznymi koncentra¢nimi hladinami UA ve slinach u rGznych klinickych aplikaci

Priimérna Priimérna
. . . , _ koncentrace koncentrace
Odbér vzorku Uprava vzorku pred analyzou Metoda Typ onemocnéni (zdravy dérce) (pacient) Ref.
umol/I umol/I
pasivni slinéni centrifugace Infinite Uric Acid Liquid Kit dlabel':e:yr:jllltus 112,4 185,6 [75]
pasivni slinéni centrifugace Uric Acid (Liquid) Reagent Set metabolicky 184,9 278,1 [76]
syndrom
imul 3 slina Zvykanil .
stimu ovavnals malsz anim centrifugace urikdzo-peroxiddzovd metoda hyperurikémie 175,5 378,3 [61]
bavinéného valecku

pasivni slinéni Salivary Uric Aalc:itEnzymatlc Assay 179,0 (62]
Salivette systém centrifugace enzymaticka metoda nefropatie 261,0 258,0 [62]
pasivni slinéni centrifugace enzymaticka metoda Zeny s preeklamsii 93,4 101,1 [57]
pasivni slinéni centrifugace enzymaticka metoda diabetes mellitus 358,3 461,2 [77]

Il. typu

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie; CE — kapilarni elektroforéza; CZE — kapilarni zénova elektroforéza; CIE — kapilarni iontova elektroforéza; DAD — detektor
s diodovym polem; UV — detekce v ultrafialové oblasti; Ampero-ED — amperometrickd elektrochemicka detekce; Coulo-ED — coulometricka elektrochemicka detekce; MS —

hmotnostni spektrometrie; MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
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3.2.3.2 Stanoveni kyseliny mocové ve slinach — reSerSe metod

Pro stanoveni UA v biologickych matricich se vyuZziva rada analytickych metod.
Enzymatické metody, které se nejcastéji vyuZivaji v klinickych laboratofich jsou
zaloZzené na katalytické oxidaci UA na alantoin a peroxid vodiku v pritomnosti
enzymu uratoxidazy nebo urikdzy. Stanoveni je poté provadéno kolorimetricky. Lze
také stanovit vznikly peroxid vodiku za katalyzy enzymem peroxidazou. Tyto metody
jsou vSak dodavané s kratkou dobou exspirace chemikalii a vyZzaduji velké mnozstvi
(stovky pl) vzorku pro analyzu pouze jednoho analytu [61, 62]. DalSimi pouZivanymi
metodami jsou kapilarni elektroforéza (CE) a HPLC. Hlavni vyhodou téchto metod je,
Ze umoznuji selektivni a citlivé stanoveni UA spole¢né s dalSimi cilovymi analyty
v pribéhu jedné analyzy. Pro detekci UA pomoci CE jsou pouzivany fotometrické (UV)
detektory [68, 69]. Dale se také vyuZiva elektrochemické detekce (ED) [64, 71].
Vyhodou CE metod je kratSi doba analyzy bez slozité Upravy vzorku pred analyzou
a mala spotfeba vzorku, rozpoustédel a pufri nez u HPLC metod. AvSak optimalizace
CE metod je velmi narocnd zejména s ohledem na robustnost a citlivost stanoveni.
Z téchto davodl je HPLC nejpouzivanéjsi analytickd metoda pro stanoveni UA
spolecné s dalSimi zvolenymi analyty v séru a v moci, ale také i ve slinach. Nejbéznéji
je HPLC spojena s ED, UV detekci nebo ve spojeni s MS. Stanoveni UA ve slinach jsou
nejéastéji provadény v reverznim maddu se stacionarni fazi C18 [49, 61, 65, 67]. Jako
mobilni faze se nejbéznéji pouziva fosfatovy pufr s upravenym pH za pouziti kyseliny
trichloroctové a citratu sodného v kombinaci s methanolem v izokratické eluci
[49, 61, 64, 65], ale také v gradientu [66]. Inoue a kol. ve své studii porovnavaji rizné
detekéni techniky spojené s HPLC zejména z pohledu citlivosti pro stanoveni UA
ve slindch. Vtéto praci jsou porovnavany tfi typy detekce: UV detekce,
amperometrickd ED (Ampero-ED) a coulometrickd ED (Coulo-ED). Separace byla
provadéna na C18 koloné (150 x 2,0 mm, 5 um) s fosfatovym pufrem (74 mmol/I,
pH 3,0) jako mobilni fazi, v izokratické eluci, s pritokem 0,2 ml/min, s objemem
nastfiku 20 ul a celkovou dobou analyzy 10 minut. Pfi porovnani limiti detekce se
ukdzala Ampero-ED pro stanoveni UA ve slinach jako nejcitlivéjsi typ detekce
s vysokou selektivitou [49]. Obecné principy spojeni HPLC s ED pro stanoveni UA byly

prehledné popsany v knize ,Electrochemical Detection in HPLC: Analysis of Drugs

41



Teoreticka ¢ast

and Poisons” [78]. Prehled chromatografickych metod ukazuje Tab. 2, kterd kromé
chromatografickych podminek separace zahrnuje také metody odbéru a Upravy
vzorku.

Mezi dalSi techniky stanoveni slinnych hladin UA patfi také enzymaticka
kolorimetrickd analyza a vyuziti biosenzor(. Zejména vyvoj biosenzorl zaznamenal
v soucasné dobé pokrok. Jednd se o citlivd analytickd zafizeni, ktera jsou schopna
prevést fyzikdlni nebo chemicky signdl na jiny, |épe méfitelny, jehoZ rozpoznavaci
¢ast tvori biologicky materidl. Biosenzory jsou tvofeny bioreceptorem (enzymy,
protilatky, mikroorganismy atd.), prevodnikem, detektorem a zdznamovym
zatizenim. V pripadé stanoveni UA se nejvice pouzivaji elektrochemické biosenzory
[79, 80].

Podrobnéjsi prehled vSsech metod a principl stanoveni UA ve slinach je popsan

v resersi Vernerova a kol., ktera je soucasti predkladané disertacni prace (Pfiloha 1).

42



Teoreticka ¢ast

Tabulka 2 Pfehled chromatografickych metod pro stanoveni UA ve slinach

Uprava vzorku pted analyzou Stacionarni faze Mobilni faze, pratok Detektor Nastrik C?S Loq Ref.
ul min pumol/I
., . Agilent ZORBAX SB-C18 (100 20 mmol/I acetat sodny, 30 mmol/I kyselina

odstranéni proteint x 3,0 mm, 3,5 um) octové a 1 % methanol, 0,4 ml /min DAD > 4 013 (>8]
- CAPCELL PAK C18 UG 120 . , .

extrakce na tuhou fazi (SPE) (150 x 2,0 mm, 5 um) fosfatovy pufr (74 mmol/l, pH 3,0), 0,2 ml/min uv 20 10 0,60 [49]

extrakce na tuhou fazi (SPE) (ClASTJCfI_ZL,(I)DﬁIin(flSqur:) 120 fosfatovy pufr (74 mmol/l, pH 3,0), 0,2 ml/min Ampero-ED 20 10 0,01 [49]
- CAPCELL PAK C18 UG 120 . , .

extrakce na tuhou fazi (SPE) (150 x 2,0 mm, 5 um) fosfatovy pufr (74 mmol/l, pH 3,0), 0,2 ml/min Coulo-ED 20 10 0,02 [49]

Y e e Zorbax Sax 50 % citrat sodny (1 mmol/l, pH 6,5),

fedéni a filtrace (150 x 4,6 mm, 5 um) 50 % acetonitril, 1 ml/min MS 10 > 0,42 [64]

T Hypersil Hypurity C18 95 % kyselina trichloroctova (50 mmol/I,

fedénia filtrace (250 x 4,6 mm, 5 um) pH 2,7) a 5 % methanol, 0,6 ml/min Ampero-ED 50 8 (65]

odstranéni protein gradientova eluce, A: voda, acetonitril, kyselina

filtrace pomoci centrifugacnich filtr{ Poroshell EC-C18 mraver?u.(47/50./3, VIV, % MS/MS 5 5 0,15 [66]

(50 x 3 mm, 2,7 um) acetonitril/kyselina mravenc¢i (98/2, v/v), 0,5
Ultrafree .
ml/min
Y v e e o Luna C18 methanol a 50 pumol/| acetatovy pufr (pH 4,0)
fedéni, srazeni proteina a filtrace (250 x 4,6 mm, Sum) (3:97, v/v), 0,7 mi/min uv 20 [67]

LOQ — mez stanovitelnosti; DAD — detektor s diodovym polem; UV — detekce v ultrafialové oblasti; Ampero-ED — amperometricka elektrochemicka detekce; Coulo-ED —

coulometrickd elektrochemicka detekce; MS — hmotnostni spektrometrie
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3.2.4 Mitochondrialni respiracni systém

Mitochondrie (Obr. 17) jsou semiautonomni organely, které se nachdzeji témér
ve vSech eukaryotnich bunkach [81]. Mitochondrie jsou dulezité pro energeticky
metabolismus buriky, produkuji zhruba 90 % veskerého bunééného ATP, ale také se
podileji na regulaci reaktivnich forem kysliku (ROS) [82], homeostdze intracelularniho
kalcia [83], procesu programované bunééné smrti [84], metabolismu burky [85],
procesu starnuti [86], nddorové transformaci buriky [87] a na fadé dalSich

specifickych bunéénych funkci.

R Zevni membrana
Zivocisna bunka
; Vnitini membrana

Kristy

Matrix

Obr. 17 Struktura mitochondrie v Zivocisné burice

Velikost mitochondrii se pohybuje v rozmezi 0,5-3 um [88], pficemZ mohou tvofit
i komplexni vétvené struktury [89]. Jako jediné obsahuji mimojadernou,
tzv. mitochondrialni, deoxyribonukleovou kyselinou (mtDNA) [90]. Mitochondrie maji
dvé fosfolipidové membrany oddélené intermembranovym prostorem. Zevni
mitochondridlni membrana (OMM) obsahuje pdry a je svou strukturou blizka
membrané cytoplazmatické [91]. Vnitfni mitochondridlni membrana (IMM) je
odlisna, obsahuje enzymy dychaciho retézce a oxidativni fosforylace, které tvofti
mitochondridlni elektronovy transportni systém (ETS) [92]. IMM se v mitochondrii
zakfivuje a prehybd, ¢imz vytvari obraz mitochondridlnich krist. Prostor ohranicen
IMM je vyplnén mitochondridlnim matrix, v némzZ se nachazi mtDNA asociovana
s proteiny ve formé nukleoidu [89].

V matrix se také setkavd rada zakladnich metabolickych drah v citratovém
neboli Krebsové cyklu, ktery vytvari redukéni kofaktory nasledné vyuzivané ETS

na IMM v procesu zndmém jako bunééné dychani [88].

44



Teoreticka c¢ast

ETS je jednou z nejdllezitéjsich struktur na IMM (Obr. 18). Komplexy proteinového
charakteru nejsou usporadany pfimo do retézce. Ve skutecnosti vytvari sbihavou sit,
v niz proudi elektrony dle spadu redoxniho potencidlu smérem k findlni redukci
molekuly kysliku. Uvolfiovani energie je spojeno se zménou prostorového usporadani
proteinovych komplexd. Diky tomu dochazi k transportu protont z mitochondridlni
matrix do intermembranového prostoru, coz je spojené s indukci potencidlu na IMM,
ktery umoznuje naslednou fosforylaci ADP a tvorbu ATP [55, 92].

Respiracni systém na IMM, obsahuje pres dvacet rlznych elektronovych prenasecu.
Jejich schopnost vazat a uvolnit proton je spojena se vzajemné odliSnymi redoxnimi
potencialy. Elektronové prenasefe nejsou v membrané umistény samostatné,
ale vytvari proteinové komplexy. Prvnim redoxnim parem participujicim
na transportu elektroni na IMM je nikotinamidadenindinukleotid v oxidované
a redukované podobé (NAD+/NADH). NADH/ubichinon oxidoreduktaza (komplex I) je
prvnim ¢lankem dychaciho fetézce a je zodpovédna za oxidaci NADH. Dalsi branou
elektront do respira¢niho systému jsou mitochondridlni dehydrogenazy, zejména
sukcinatdehydrogendza (komplex IlI) a glycerofosfatdehydrogenaza. Tyto enzymy
transportuji elektrony pfimo na ubichinon. PFi ndasledné oxidaci ubichinonu
prostfednictvim ubichinon/cytochrom c¢ oxidoreduktazy (komplex Ill) jsou elektrony
pfeneseny na cytochom c. Ten neni v membrané pevné vazan, pouze naléhd k vnéjsi
strané IMM vazany vodikovymi vazbami. Cytochrom c oxidaza (komplex 1V) redukuje
molekuly kysliku, coz vede k produkci vody. S vyjimkou komplexu IV se elektrony
vramci mitochondridlniho respira¢niho systému chovaji reversibilné. Jsou tedy
schopné zpétného procesu. ATP syntdza neboli komplex V vyuziva elektrochemicky
potencial vytvoreny komplexy |, Il a IV k tvorbé ATP. Komplex V, je odpovédny
za vznik vétSiny ATP. Syntéza ATP je, kromé dostatecného protonového gradientu,
zavisla také na pfritomnosti ADP a volného fosfatu [93]. Mitochondridlni poruchy
oxidativni fosforylace mohou byt pfi¢inou mnoha onemocnéni, které maji ptvod jak
v mtDNA, tak i vjaderné deoxyribonukleové kyseliné (DNA) na zakladé rdzného
kddovani proteini dychaciho fetézce a ATP syntazy. Pravé regulace homeostazy
vnitrobunécného prostredi je prevainé zprostiedkovana mitochondriemi, ¢imzZ se
funkéné podileji na udrZzovani metabolického stavu celého lidského organismu.

Vzhledem k metabolickému zaméreni mitochondrii mizZzeme také nalézt jejich vyuZiti
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u klinického hodnoceni metabolickych a civilizaénich onemocnéni jako jsou septické

stavy, diabetes mellitus, kardiovaskuldrni poruchy a obezita [94, 95].

Cytoplazma
et
Vnitfni
membrana
B EE
A aHr 2H* nH"
Intermembranovy
/_\ prostor
, L Vnitfni
membrana | || |||
ATP
syntaza
V Mitochondrialni
matrix

NADH  NAD'
+2H"

[2H*+ %50, + 2¢) — H;0] % 2 Al

Elektronovy transportni fetézec

Obr. 18 Schéma elektron transportniho Fetézce (ETS). NAD+/NADH — nikotinamidadenindinukleotid
v oxidované a redukované formé; CoQ — koenzym Q (ubichinon); cyt ¢ — cytochrom c; ADP -

adenosindifosfat; ATP — adenosintrifosfat

3.3 Vybrané metody upravy vzorku pred analyzou

Komplexni biologicky materidl obsahuje cilové latky, ale také latky balastni, které
by méli byt odstranény pred analyzou. Tyto balastni latky mohou ovlivnit pfesnost
a spravnost vysledku, proto je Uprava vzorku nedilnou soucasti a zaroven casto
[96-99].

Metody pro Upravu vzorkUl Ize rozdélit do dvou skupin, na metody konvencni a z nich
vychazejici metody moderni [96]. Mezi konven¢ni techniky radime homogenizaci,
fedéni, centrifugaci, filtraci, srdzeni protein(, extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE)
a extrakci na tuhou fazi (SPE). Zakladem modernich extrakénich technik je
zjednoduseni vicekrokovych postupll, zkraceni doby pfipravy a snaha o snizeni
spotreby rozpoustédel a potfebného mnoiZstvi vzorku na analyzu. Mnoho vyhod maji

automatickd online usporadani, kterda mohou zkratit ¢as a eliminovat chyby
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manualniho zpracovani vzorku. Tyto techniky jsou zaloZzené zejména na miniaturizaci
SPE [100].
V nasledujicich podkapitoldach budou uvedeny vybrané metody uUpravy vzorku

pfed analyzou, které byly pouZzity v rdmci této disertacni prace.

3.3.1 Redéni

Redéni je jednim z nejjednodussich pfistupl zpracovani vzorku, jei je zaloZeno
na pridavku vétsiho objemu rozpoustédla (s vyhodou lze pouzit slozky mobilni faze),
¢imZ dojde ke sniZeni koncentrace molekul matrice i analytd ve vzorku, a tim
ke snizeni matricovych efekti (ME). Tato technika je vyhodnd zejména pro své rychlé
provedeni, nenaro€nost a nizkou cenu [101]. Hlavni nevyhodou je nevhodnost pouZiti
jako samostatné techniky pro komplexnéjsi matrice s vysokym obsahem proteint
a lipidd a v pripadé nizkych koncentraci cilovych latek jejich dalsi naredéni [102].
Z tohoto dlvodu se fedéni pouZivd nejcastéji v kombinaci s dalsimi konvenénimi

i modernimi technikami upravy vzorku [103].

3.3.2 Filtrace

Filtrace se fadi mezi nejjednodussi techniky Upravy vzorku spoleéné s redénim.
Obvykle predstavuje posledni krok Upravy vzorku pred vlastni analyzou. Filtraci
dochazi k oddéleni pevnych sloZzek matrice od tekutych pomoci porézniho filtru.
Pro biologicky = materidl se nej¢astéji pouzivaji jednordzové nylonové,
polytetrafluorethylenové, polyvinylidenfluoridové, polypropylenové,
acetat celulézové filtry, anebo filtry z regenerované celuldzy srlznou porozitou.
Pro HPLC analyzu se nejcastéji pouzivaji filtry majici porozitu 0,20 a 0,45 um. Existuje
celd fada provedeni filtrd, jako jsou stfikackové, membranové, papirové,
centrifugacni  filtry atd. Nejbéinéji se vpraxi pouzivaji stfikackové filtry.
Pro zpracovani vétsich sérii vzorkd je velmi vyhodné vyuzit filtracnich mikrotitracnich
desticek nebo centrifugacnich zkumavek s filtry (Obr. 19) [103—105]. Dalsi vyhodou
centrifugacnich zkumavek sfiltry je jejich vyuZiti nejen pro filtraci, ale také
pro odstranéni proteinl bez pfidavku organickych rozpoustédel [105]. Jednd se

o béziné komercéné dostupné zkumavky, které maji filtracni membranu napftiklad
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z regenerované celuldzy. K samotnému prichodu latek pres membranu poté dochazi
pomoci odstredivé sily centrifugy [104, 105].

Vybér typu filtru by se mél fidit zejména dle fyzikalné-chemickych vlastnosti analytu,
aby dochazelo k odstranéni balastnich latek matrice a ziskani poZzadovaného analytu.
Pti vybéru je dulezité také posoudit kompatibilitu rozpoustédla vzorku s pouzitym
materialem filtru. Pfi nevhodném zvoleni rozpoustédla vzorku se miZze membrdna

filtru rozpustit a nasledné kontaminovat filtrat [106].
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Obr. 19 Microcon centrifugacni zkumavka s filtrem (Merck, Darmstadt, Némecko)

3.3.3 Centrifugace

Centrifugace patfi mezi konvenéni metody a je soucasti prakticky vétsSiny metod
pouzivanych pro Upravu vzorku pred analyzou. Centrifugy se tfadi mezi béznou
vybavu rutinnich i vyzkumnych laboratofi. Proces centrifugace slouZi zejména
k oddéleni tuhych ¢astic pomoci odstredivé sily.

Centrifugy rozdélujeme podle docilené velikosti relativni odstredivé sily (RCF)
nebo poctu otdcek za minutu na nizkorychlostni (max. 8 000 x g), vysokorychlostni
(max. 60 000 x g) a ultracentrifugy (max. 1 000 000 x g). Centrifugy jsou béiné
vybaveny rotory, mezi nejcastéji pouzivané radime rotory Uhlové, vykyvné nebo se
svislym uloZzenim kyvet (Obr. 20) [107-109]. Rotory mohou byt urceny,

jak pro sklenéné zkumavky, tak také pro zkumavky typu Eppendorf nebo
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mikrotitracni desticky. Materidly pouZivané pro vyrobu rotori musi byt lehké
a pevné. Casto jsou vyuzivany slitiny hliniku a titanu, novéji pak kompozitni materialy
typu uhlikovych vldken [110]. Hlavnimi vyhodami centrifugace je jeji jednoduchost,

rychlost a manudlni nenaro¢nost [111].

A k|JQ§_§!_ rotace

max

N . e

Obr. 20 Nejbéznéjsi typy rotort. (A) Rotor vykyvny, (B) rotor Uhlovy a (C) rotor ve svislém usporadani

kyvet (prevzato ze zdroje [112] a upraveno)

3.3.4 Srazeni proteint

Odstranéni protein( (protein precipitation, PP) se fadi mezi nejpouzivanéjsi Upravy
vzorku v bioanalyze. Jedna se o jednoduchou a rychlou techniku uUpravy vzorku
s vyhodnym pouzitim pro velké série vzorkl, ktera m(ze probihat nékolika zpUsoby.
Prvni zplsob je chemicky pomoci organickych rozpoustédel misitelnych svodou

(methanol, acetonitril, ethanol a jejich smési), kyselin (kyselina trichloroctova
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a trifluoroctovd), zdsad, soli (siran amonny) a soli kovl (siran zine¢naty a médnaty).
Dale mlze PP probihat fyzikdlné (pomoci teploty), enzymaticky (pomoci trypsinu
nebo papainu) nebo mechanicky (pomoci filtrace). Po PP vétSinou ndsleduje
centrifugace a filtrace. Mezi hlavni nevyhody patfi nedostatecné precisténi a nizka
selektivita spojena s nizkou citlivosti detekce zpUsobenou nafedénim vzorku. PP je
mozné provadét vrlznych formatech, napf. ve zkumavce, mikrozkumavce

nebo v mikrotitra¢ni desti¢ce [97, 113-116].

3.4 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou soucdsti modernich separacnich technik.
Jejich zdkladnim principem je rozdilnd distribuce délenych slozek smési mezi dvé
nemisitelné faze, kdy jedna je pohyblivd (mobilni) a druhd nepohybliva (stacionarni).
K déleni latek ze smési pak dochazi na zakladé riznych interakci analytu s mobilni
a stacionarni fazi [96]. Objev kapalinové chromatografie je datovan na zacatek
20. stoleti a patfi ruskému botanikovi Michailu Semjonovici Cvétovi, ktery ji poprvé
vyuzil pfivyzkumu rostlinnych pigmentld [117]. Dynamicky rozvoj kapalinové
chromatografie nastal od sedmdesatych let 20. stoleti, kdy bylo pfedstaveno mnoho
komercnich kapalinovych chromatografli, které jsou dnes jiz béZnou vybavou

analytické laboratore.

3.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je analytickd separacni metoda,
ktera se vyuziva k oddéleni slozek smési a jejich souéasné identifikaci a kvantifikaci
v mnoha klinickych i vyzkumnych laboratofich po celém svété [96]. Pfistroj pouzivany
pro HPLC se nazyva kapalinovy chromatograf schéma jeho jednotlivych ¢&asti je

uvedeno na Obr. 21.
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Obr. 21 Schéma kapalinového chromatografu (prevzato ze zdroje [118] a upraveno)

Hlavnimi vyhodami HPLC jsou univerzdlnost pouziti, vysokd robustnost a presnost
méreni. Univerzalnost podporuje Siroka nabidka pfistrojli, kolon, detektor( a dalSiho
prislusenstvi, které jsou dnes komercné dostupné [119, 120]. Mezi omezeni HPLC
patfi zejména tlakové limity, které umozniuji pracovat systému pouze do 40 MPa.
Konvencni HPLC metody pouZzivaji vétSinou kolony o rozmérech 100-250 x 4,6 mm
o velikosti ¢astic 5 um, které poskytuji analyzy dlouhé 10-60 minut. Avsak béhem
poslednich dvaceti let doslo k vyraznému rozvoji této techniky, ktery vedl zejména
k urychleni chromatografické separace.

Soucasnym trendem v oblasti chromatografické instrumentace je ultra-vysokoucinna
kapalinovad chromatografie (Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC),
kterd zahrnuje systémy pracujici za ultra vysokych tlak(i (100 MPa). Tato nova
technologie umoznila vyhovét naroklim na rychlé a Gcinné separace diky moznosti
aplikace uZzsich a kratSich chromatografickych kolon plnénych ¢&asticemi mensimi
nez 2 um. UHPLC systém musi také splfiovat radu narok( souvisejicich pravé
s vysokym tlakem a rychlymi analyzami. Jedna se zejména o mechanickou odolnost
zajisténou vyuzitim materidld typu polyetheretherketon (PEEK), ocel, pozlacena ocel
a jejich kombinaci. Ddle vyuziti robustnich ¢erpadel, rychlych davkovacich systéma
vzorku o velmi malém objemu a s minimalnimi mimokolonovymi objemy. Soucasné
je kladen dlraz na vysokou frekvenci sbéru dat a jejich analyzu [121-125].

V oblasti technologii stacionarnich fazi jsou jednim z trend( povrchové porézni
Castice, které umoznuji zvysSit ucinnost a rychlost chromatografické separace
bez nutnosti ndarlistu zpétného tlaku. Tyto Castice lze tedy pouzit v béziné HPLC

instrumentaci se zachovanim srovnatelné efektivity jako v UHPLC. Tim predstavuji
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vhodny nastroj propfenos metod mezi obéma systémy. Tyto vyhodné
chromatografické vlastnosti jsou umoinény diky jejich struktufe. Jednd se
o silikagelové castice, které jsou tvoreny rigidnim jddrem a vrstvou porézniho
silikagelu, ktera tvofi 75 % celkového objemu ¢astice (Obr. 22). Diky neporézni ¢asti,
molekuly analytd nepronikaji hluboko do struktury ¢éstice, ¢imz se snizuje odpor
proti prevodu hmoty a axidlni difuze. V kombinaci srovnomérnéjsi distribuci
a velikosti €astic dochazi ke zlepseni prenosu hmoty, coZ vede k vysoké ucinnosti
chromatografické separace, urychleni analyzy a snizeni spotfeby rozpoustédel.
V soucasné dobé jsou komercné dostupné ¢astice 1,3-5 um s rliznou Sitkou porézni
vrstvy a velikosti porQ. Existuje také Siroka skala modifikaci povrchu, které umoznuji
zvysit selektivitu separace, napf. polarné modifikované C18 silikagelové ¢astice, které

Ize aplikovat pfi pouZiti 100% vodné mobilni faze [126-129].

0 5|unI A Pevné jadro o prumeru 1,7pm

()

W Porézni vrstva o Sifce 0,5 pm=—

Obr. 22 Struktura povrchové poréznich ¢astic (prevzato ze zdroje [130] a upraveno)

Jednim z dalSich trendld je pouziti fazi s monolitickym sorbentem (Obr. 23).
Monolitické kolony jsou naplnény jednim kusem porézniho materidlu. Oproti
Casticovym kolondm maji vyjimecné hydrodynamické vlastnosti, které umoznuiji
dosahovat vyssi pratokové rychlosti mobilni faze s mensim narlstem zpétného tlaku
systému, coZ je také spojeno s kratSi dobou analyzy. Jejich porézni struktura je
tvorena ze dvou typl péra: makropérd (velikost pérd >50 nm) a mezoporl (2—50 nm)
[131]. Velké makropdry zajistuji konvektivni tok mobilni faze a stfedné velké
mezopory zajistuji dostateéné velky separacni povrch. Podle chemické povahy
a zpUsobu pripravy lze tyto stacionarni faze rozdélit na (i) anorganické monolity na
bazi silikagelu a (ii) monolity na bazi organickych polymeru. Jejich povrch muze byt

modifikovan rldznymi funkénimi skupinami. Vyuziti monolitd v HPLC separaci bylo
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poprvé publikovdno v devadesatych letech 20. stoleti [132]. Dnes monolitické kolony
se vyuZzivaji v oblastech vyzkumu a klinické praxe, kde je profitovano z jejich dlouhé
Zivotnosti a robustnosti pro analyzu velkych sérii komplexnich biologickych matric

[133-135].

Obr. 23 Ukazka struktury casticové (A) a monolitické (B) stacionarni faze (prevzato ze zdroje [136]

a upraveno)

Na poli chromatografickych moédi zaznamenala vysokou oblibenost hydrofilni
interakéni chromatografie (HILIC). | kdyZ se nejednd o zcela novy chromatograficky
mechanismus, tak jeho vyuziti narlista diky moznosti separace velmi polarnich latek,
pro které neni vzhledem k malé retenci vhodné reverzni usporadani HPLC.
Mechanismus zodpovédny za HILIC separaci stale neni zcela objasnén. Navrhovanym
principem separace je rozdélovani analytl mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze
a hydrofilni vrstvu vody, ktera je imobilizovana na povrchu polarni stacionarni faze.
Na polarnich centrech stacionarni faze dochazi k prednostni adsorpci vody a vznika
difdzni vrstva se snizujicim se gradientem koncentrace vody smérem do mobilni faze
(Obr. 24). K separaci latek poté dochazi diky specifickym i nespecifickym interakcim

se staciondrni fazi i vodnou vrstvou na jejim povrchu. Mechanismy interakce mohou
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byt adsorpce, vznik vodikovych vazeb, van der Waalsovy sily nebo elektrostatické
interakce. Stacionarni faze, které jsou pouzivany pro HILIC, |ze rozdélit do tfi skupin
na zakladé elektrostatickych interakci. Prvni jsou faze neutralni bez elektrostatickych
interakci, druhé jsou faze nabité vykazujici silné interakce a posledni skupinou jsou
zwitterionty, které vykazuji slabé elektrostatické interakce. Nejpouzivanéjsimi fazemi
jsou silikagel, hybridni silikagel a silikagel modifikovany aminopropylovou funkéni
skupinou nebo sulfobetainem [137, 138].

Vyhodnou aplikaci HILIC mdédu pro stanoveni poldrnich latek Ize nalézt v kombinaci
s MS. Vysoky podil organické slozky v mobilni fazi je dobie kompatibilni s ionizaci
elektrosprejem. Naopak mezi nevyhody patfi pozadavek rozpoustédla vzorku, ktery
by mél byt sloZzenim, co nejpodobnéjsi mobilni fazi, dale maly objem nasttiku

a dlouha ekvilibrace kolony [42, 137, 138].

Vodna
vrstva
Organicka
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Obr. 24 Schéma principu HILIC separace. Analyty se eluuji dle jejich povahy se zvysujici se hydrofilitou
(bilé ¢astice =hydrofilni analyt, Seda castice = analyty s nizsi hydrofilitou a ¢erné ¢astice = hydrofébni

analyt) (prevzato ze zdroje [139] a upraveno).

3.4.2 HPLC detektory

Nedilnou soucasti kapalinového chromatografu je detekcni systém. ldealni HPLC
detektor by mél byt univerzalni, citlivy, selektivni, nedestruktivni, mél by mit Siroky
dynamicky rozsah a nulovy mimokolonovy pfispévek. Navic jeho signal by nemél byt

ovlivnén zménami teplot, pratoku a sloZzenim mobilni faze (gradientova eluce).
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BohuZel Zadny z detektord nedisponuje témito vSemi vlastnostmi. Nejpouzivanéjsimi
detektory jsou UV/Vis spektrofotometry. V poslednim desetileti dochazi
k vyznamnému narlstu pouziti MS jako detekéni techniky, kterd je velmi selektivni
a citliva [96, 140].

Béhem rozvoje nové UHPLC instrumentace bylo nutné zareagovat i na poli detekce
zejména ve sméru ultrarychlych analyz. Nové detekéni systémy pracuji s vysokou
rychlosti sbéru dat (az 200 Hz) se zachovanou vysokou citlivosti a nizkymi hladinami
Sumu, samoziejmosti je také minimalni mimokolonovy prispévek [141, 142].

V nasledujicich kapitolach je uveden prehled detekcnich technik pro kapalinovou

chromatografii vyuzitych v ramci této disertacni prace.

3.4.2.1 Spektrofotometricka detekce

Spektrofotometrické detektory jsou nejvice vyuzivanymi detektory v HPLC. Jsou
zaloZené na principu absorpce zareni v oblasti vinovych délek 190—-800 nm (oblast
UV/Vis). Aby bylo moziné detekovat molekuly analytu, musi ve své struktufe
obsahovat chromofor (systém konjugovanych dvojnych, ndsobnych a jednoduchych
vazeb mezi atomy). Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambertové-Beerové

zakoné a vyjadieno jako hodnota absorbance (A):

A=lxexc

Kde / je délka optické drahy (Sitka kyvety s méfenym analytem), ¢ je koncentrace
absorbujici slozky a € je absorpéni koeficient, ktery je charakteristicky pro kazdou
vinovou délku absorbovaného zareni.

Spektrofotometrické detektory mulzeme délit na detektory s fixni, volitelnou
(programovanou) nebo ménitelnou vinovou délkou. UV/Vis detektory vyuzivaji jako
zdroj svétla deuteriovou (UV) nebo wolframovou lampu (Vis) nebo jejich kombinace.
Polychromatické svétlo je ddle vedeno na monochromator, jehoz Ukolem je separace
vybrané specifické vinové délky, kterd je nasledné propusténa do priatokové optické
cely. Poslednim typem spektrofotometrického detektoru je detektor s diodovym

polem (DAD), ktery umozZiiuje zaznam celého spektra v oblasti vinovych délek
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190-600 nm v redlném Case bez preruseni chromatografické separace (Obr. 25).

Zareni ze svételného zdroje (deuteriova vybojka) se prichodem mérnou celou rozlozi
na holografické mtizce a pomoci soustavy fotodiod pak dochazi k méreni jednotlivych
vinovych délek, kde jednotlivé fotodiody (sdruzené s kondenzatory) snimaji zménu
absorbance na velmi Uzkém rozsahu vinovych délek. Absorpcni spektrum je ziskano
na zakladé periodického vybijeni a nabijeni kondenzatoru, za predpokladu, Ze
velikost proudu dobijejiciho kondenzator je Umérnd intenzité zareni. Tento typ
detekce umoznuje porovnat ziskand spektra s knihovnou, coz zvySuje selektivitu
detekce. Diky ziskani 3D dat miZeme také vypocitat Cistotu piku, abychom zjistili

pfipadnou koeluci [96, 143].

prutoénd

cela
achromatickd hranol

otka JJ‘ detektoru e rbma

LA A3 -

zdroj viditelného
svétla

zdroj UV
svétla

diodové pole

Obr. 25 Schéma detektoru s diodovym polem (DAD) (pfevzato ze zdroje [144] a upraveno)

3.4.2.2 Fluorescencni detekce

Fluorescencni detektory zaznamenavaji sekunddarni (emisni) zareni, které uvolnuje
analyt po absorpci primarniho (excitacniho) elektromagnetického zareni. Dochazi
k absorpci zareni, jehoz prostfednictvim prechdzeji molekuly analytu do vyssich
vibracnich Urovni a pfi prechodu do nizsich Urovni je absorbovana energie vyzarena
ve formé fluorescence. Zareni dopada na fotondasobic, ktery poskytuje proud iumérny
toku emitovaného zareni. Fotondsobi¢ je umistén kolmo na zdroj zafeni, aby bylo
minimalizovano ruseni od rozptyleného excitacniho paprsku. Rtutova nebo xenonova
vybojka s interferenénimi filtry, které zajistuji monochromatické zareni, je vétsinou

pouzivany jako zdroj excitacniho zareni (Obr. 26) [145].
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Tyto detektory se vyznacuji vysokou citlivosti a selektivitou. Lze je pouZit pouze
na analyty, které vykazuji nativni fluorescenci nebo po vhodné derivatizacni reakci.
Celkové je FLD Siroce vyuzivanym typem detekce, avSak v poslednich letech ji
nahrazuje jesté citlivéjsi a selektivnéjsi detekce pomoci MS, bez nutnosti derivatizace
vzorku. | presto, pro urcité typy analyt( s pfirozenou fluorescenci, které hire ionizuji,

se jedna o vhodnou metodu detekce [96, 145, 146].
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Obr. 26 Schéma fluorescencniho detektoru (FLD) (prevzato ze zdroje [144] a upraveno)

3.4.2.3 Hmotnostné spektrometricka detekce

Hmotnostni spektrometrie (MS) je detekéni technika zalozend na ionizaci vzorku
a nasledném rozdéleni iontd dle poméru hmotnosti, m a naboje, z (m/z). V posledni
fazi ionty putuji do detektoru, kterym mulze byt fotondsobi¢, elektrondsobic
nebo mikrokanalova desticka. Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum [147, 148].
loniza¢ni techniky se déli na tvrdé a mékké, kdy tvrdé ioniza¢ni techniky (zejména
elektronova ionizace) se vyuZivaji ve spojeni s plynovou chromatografii.
Mezi nejbéznéjsi meékké ionizacni techniky ve spojeni s HPLC provadéné
za atmosférického tlaku se fadi ionizace elektrosprejem, chemickd ionizace
nebo fotoionizace. Pro prevod vzorkd z kapalné faze do plynné (tzn. zmlZovani,
nebulizace) je vyuzivan dusik nebo stlaceny vzduch.

Nasleduje separace iontl zaloZena v rozdilném poméru m/z ve hmotnostnim
analyzatoru, kde dochazi kjejich urychleni a fokusaci pomoci iontové optiky.

Mezi analyzatory patfi kvadrupdl, iontova past (linedrni nebo 3D), magneticky
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analyzator, analyzator doby letu, orbitrap a iontova cyklotronova rezonance.
Zakladnimi parametry hmotnostniho analyzatoru jsou rozliSovaci schopnost,
hmotnostni rozsah, spravnost uréeni m/z, linearni dynamicky rozsah a rychlost. Tento
typ detekce poskytuje vysokou citlivost a moZnost ziskavani kvalitativnich
i kvantitativnich informaci o cilovych latkach, které Ize vyuzit pro cilenou i necilenou
analyzu. Pro presnéjsi a citlivéjsi stanoveni latek ze smési sloZitych biologickych
matric je vyhodné spojeni dvou hmotnostnich analyzatord stejného druhu
tzv. tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) nebo dvou analyzator( rtizného
druhu, tzv. hybridni MS [147-149]. Ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC-MS)
se Casto vyuziva konfigurace zaloZena na spojeni tfi kvadrupdlovych analyzator(
(trojity kvadrupdl, QqQ). Prvni a tfeti analyzator pracuji jako standardni kvadrupélové
analyzatory a druhy slouZi jako kolizni cela k fragmentaci iontd (Obr. 27).
Ve vysledném spektru pfi analyze selektivniho zdznamu vice reakci (MRM) sledujeme
fragmentové ionty, které vznikly rozpadem vybraného prekurzorového iontu. Tento
typ skenu je pouZivan v kvantitativni analyze analytl pritomnych ve komplexnich
smésich latek, jelikoz dosahuje vysoké selektivity a citlivosti [96].

Spojeni LC-MS je zejména vyuzivano k identifikaci latek a jejich kvantifikaci. Hlavnimi
vyhodami jsou moZnost odhaleni koeluce pik(i, analyzy sloZitych smési vzorkd,
spolehlivéjsi identifikace latek diky strukturni informaci a retencnimu casu, zlepsSeni
kvality spektralnich dat a lepsi spolehlivost kvantitativni analyzy diky izotopicky
znacenym vnitfnim standardlm (IS). Vyuziti vnitfni standardizace je velmi dllezité

zejména v bioanalyze ke kompenzaci ME u sloZitych biologickych matric [150, 151].

lonizaéni Kvadrupdl 1 Kvadrupdl 2 Kvadrupdl 3 Detektor
zdroj Kolizni cela

Obr. 27 Schéma trojitého kvadrupdlu s iontovym zdrojem a detektorem (prevzato ze zdroje [152]

a upraveno)
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3.5 Ostatni metody separace a detekce pouzivané v této praci

3.5.1 Centrifugace

Centrifugace je jednoducha separacéni analyticka metoda, pfi niz dochazi k separaci
latek roztoku pomoci odstiedivé sily. V béznych rutinnich a vyzkumnych laboratoftich
se centrifugace vétSinou pouZivd k izolaci smési kapalin, bunék, plazmy/séra
od krevnich  elementld  nebo k frakcionaci  makromolekul podle hustoty
[111, 153, 154].

Techniky centrifugace je mozné klasifikovat na analytické a preparativni. Analyticka
centrifugace je pouzivdna pro studium a charakterizaci sedimentujicich c¢astic.
Analytické centrifugy jsou vybaveny optickym detekénim systémem, ktery umoziuje
sledovat sedimentacni proces v redlném case. Tento typ centrifugace nachazi
uplatnéni napf. pri stanoveni Cistoty, oligomerni struktury, pramérné molekulové
hmotnosti ¢i konformace makromolekul [153-155]. Preparativni centrifugace slouZzi
zejména k pripravé, separaci a precisténi vzorku pro nasledné pouziti. Na rozdil
od analytického postupu, preparativni centrifugace postrada zafizeni pro sledovani
prabéhu sedimentace. Preparativni centrifugace se dale déli na diferencidlni

a v hustotnim gradientu.

3.5.1.1 Diferencialni centrifugace

Diferencidlni centrifugace je nejb&zné&jsi forma centrifugace. Castice v roztoku se
separuji na zdakladé rozdilG v rychlosti sedimentace v zavislosti na centrifugacni
rychlosti. Sedimentacni vlastnosti latky zavisi na jeji velikosti a hustoté a na hustoté
prostfedi. Diferencidlni centrifugace je predevSim vyuzivana k opétovnému
oddélovani bunécného lyzatu k separaci bunécnych slozek s klesajici velikosti
a hustotou (Obr. 28). Vyhodou této techniky je rychlost a jednoduchost.

vvvvvv

nachazi slozky o podobné velikosti a hustoté [109, 156, 157].
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Obr. 28 Princip diferencidlni centrifugace (pfevzato ze zdroje [157] a upraveno)

3.5.1.2 Centrifugace v hustotnim gradientu

DalSim typem preparativni centrifugace je centrifugace v hustotnim gradientu,
kterou lze wvyuzit k separaci Castic o podobné velikosti, ale rGzné hustoté.
Ve zkumavce se nejdfive vytvofi hustotni gradient vrstvenim gradientniho média
anavrch se pfrida vzorek. Jako gradientni média se nejc¢astéji pouzivd sachardza,
glycerol, Ficoll, dextran, soli CsCl, Cs;SO4 ¢i NaBr a Percoll. Jejich pouziti se fidi dle
gradientu. Roztok Percollu je nejc¢astéji pouzivan pro vytvoreni kontinualniho
hustotniho gradientu, ktery se utvafi po centrifugaci v celé délce zkumavky. Naopak
diskontinudlni gradient nejcastéji vyuZivd roztok Ficollu. Po navrstveni suspenze
tohoto roztoku a nasledné centrifugaci se vytvofi pasy o rlizné hustoté, kterd se
zvySuje smérem od horni vrstvy k vrstvé dolni. Vzniklé pfechody maji ostra rozhrani.
Gradientovou centrifugaci Ize ddle délit nazondlni a izopyknickou
[110, 112, 159, 160]. Zonadlni centrifugaci dochazi k déleni ¢astic na zakladé jejich

sedimentacnich koeficientd, tzn. tvaru a molekulové hmotnosti (Obr. 29).
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C: Po centrifugaci

Obr. 29 Princip zonalni centrifugace (prevzato ze zdroje [160] a upraveno)

Naopak pfi izopyknické centrifugaci dochdzi k separaci latek dle jejich hustoty,
nezavisle na jejich velikost a molekulové hmotnosti (Obr. 30). Na zacatku separace je
vzorek rozpustén v gradientnim médiu a centrifugace probihd aZz do ustanoveni
rovnovahy roztoku. Mistu, kde se shoduje hustota Castic s hustotou gradientniho

média, fikame izopyknicky ¢i rovnovazny bod [111, 161].
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Obr. 30 Princip izopyknické centrifugace (prevzato ze zdroje [111] a upraveno)

3.5.2 Aferéza

Aferéza (hemaferéza) je proces separace, kdy krev se nejprve smicha
s antikoagulaénim ¢inidlem a ndasledné protékda separatorem na principu
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centrifugace, ktery oddéluje urcitou ze slozek krve. Zbyvajici slozky se vraceji zpét
do téla pacienta i darce s nahradou nebo bez nahrady koloidd &i krystaloidnich
roztokd [162]. Aferézu muizZeme rozdélit do dvou hlavnich skupin: darcovskou
a terapeutickou. Darcovska aferéza slouzi k pfipravé velkého objemu krevnich slozek,
napt. trombocytli nebo plazmy. Naopak lééebnd aferéza je vykon, pfi kterém se
redukuje obsah patologicky aktivnich komponent v plazmé nebo zmnoZenych
bunécnych elementl v krevnim obéhu pacienta [163]. Lécebné aferetické postupy se
dale déli dle slozky, kterou chceme redukovat na plazmaferézy, erytrocytaferézy
(vyména nebo odbér cervenych krvinek), leukocytaferézy (separace bilych krvinek),
trombocytaferézy (odbér krevnich desticek), odbéry krvetvornych bunék periferni
krve atd. [164, 165].

V ramci této disertacni prace byl vyuZit odbér trombocytli pomoci darcovské aferézy
pro vyhodnoceni mitochondridlni respirace, a proto bude nasledujici ¢ast vénovana
tomuto typu separace. Aferéza trombocytl je standardné provadéna od zdravych
darcd krve a muZe probihat diskontinudlné nebo kontinudlné na pratokovych
odbérovych systémech. Diskontinudlni zplsob je také oznacovan jako jednozilni
(jeden zZilni vstup), krev je sbirdna a zpracovdna po castech v intervalech asi
po 200 ml (Obr. 31). Ndsledné dochazi kseparaci krve a kselektivnimu ziskani
pozadované komponenty, zatimco ostatni komponenty jsou vrdceny stejnou Zilou
zpét do krevniho obéhu darce. Pfi pouZiti kontinudlniho zplsobu se jedna o dvouzilni
pristup, kdy je periferni krev odebirdna z jedné Zily a po separaci se vraci do zily
na druhé ruce [166]. Cely afereticky proces trva 60-100 minut. V pfipadé separace
trombocytl jsou trombocyty oddéleny do 150-450 ml plazmy (transfazni pripravky
trombocytl resuspendovanych v plazmé) a cervené krvinky s plazmou jsou vraceny
zpét do darcovy cirkulace. Béhem jednoho procesu jsou ziskany 2-3 transfuzni
jednotky. Jedna transfuzni jednotka by méla obsahovat minimalné

200 x 10° trombocytd [167, 168].
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Obr. 31 Schéma aferetického sbéru trombocytld. (1) Krev je odebirana z periferni zily darce, (2)

separace trombocytU a (3) vraceni krve zpét do cirkulace darce.

Pro separaci trombocytl se bézné vyuzZivaji dva typy pristrojd: separator TRIMA Accel
(Terumo BCT, San Diego, CA, USA) a separator Haemonetics MCS+ (Haemonetics
Corp., Boston, MA, USA) (Obr. 32) [166]. Afereticky vykon muzZe byt ovlivnén rliznymi
faktory, jako jsou: Ucinnost separdtoru, délka trvani odbéru, télesny stav, pohlavi,

hematokrit, a pocet trombocytl pfed odbérem (<150 x 10%/I) u dérce krve.

Obr. 32 Ukazka separator( krv. (A) Haemonetics MCS+ (Haemonetics Corp., Boston, MA, USA) a (B)
TRIMA Accel (Terumo BCT, San Diego, CA, USA) (pfevzato ze zdroje [169, 170])

3.5.3 Amperometrie — Clarkliv senzor

Amperometrii fadime mezi elektroanalytické metody. Je zaloZena na méreni

elektrického proudu pfi konstantnim napéti [171]. Na pracovni elektrodu je vloZen
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konstantni potencial a méfi se proud na elektrodé v zavislosti na ¢ase. Potencidl
pracovni elektrody se zpravidla voli takovy, aby elektrodou tekl limitni proud
sledované latky. Koncentrace pfitomného analytu je dana velikosti proudu. JelikozZ se
jednd o metodu odvozenou od voltametrickych a polarografickych metod, je mozné
pouzit stejnou instrumentaci. Vyhodou amperometrie je sledovani okamzité odezvy
na zménu koncentrace dané latky, naopak nevyhodou je moZnost stanoveni pouze
jedné slozky vzorku [171].

Clarkav senzor (Clarkova elektroda), ktery byl poprvé pouzit ve ctyficatych letech
20. stoleti a byl pojmenovan podle objevitele Lelanda C. Clarka, je dnes nejznaméjsim
a nejvyuzivanéjSim amperometrickym systémem v bioanalyze. Clarkova kyslikova
elektroda (Obr. 33) se pouZiva pro stanoveni rozpusténého kysliku v kapalinach
a plynech. Elektrolyticky proud je pfimo umérny koncentraci kysliku ve vzorku

[172-175].

Zdroj napéti
v ] nap

A) GALVANOMER

—
} . Izola¢ni vitko
L. lzolaéni sklo Platinova katoda

Ag/AgCl elektroda Teflonova membrina
KCl elektrolyt —757— -permeabilni pro
kyslik (0,)
KCl elektralyt
A | e.
‘ ' 4 Ho; o
L 0, O, O

Obr. 33 Polarograficky kyslikovy senzor, ktery se sklada z platinové katody a argentchloridové anody
(Ag/AgCl). KCI se pouziva jako elektrolyt a je uzavieny teflonovou propustnou membréanou pro kyslik

(pfevzato ze zdroje [176] a upraveno).
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3.5.3.1 Respirometrie

Polarografické kyslikové senzory se také daji vyuzit pro zhodnoceni mitochondrialni
respirace pomoci respirometrie s vysokou sensitivitou (HRR, High Resolution
Respirometry). Pfistroj vyuZivany pro respirometrii se nazyva oxygraf
napf. od spole¢nosti Oroboros Instruments (Innsbruck, Rakousko) (Obr. 34). Tento
systém slouzi k citlivé detekci koncentrace kysliku v uzavieném systému. Oxygraf je
vybaven dvéma polarografickymi kyslikovymi sensory (Obr. 35 a 36) se zlatou
katodou a stfibrnou anodou, které jsou upevnény v separovanych komdurkach
o definované velikosti 2 nebo 0,5 ml. Komlrky jsou vyrobené z duranového skla,
které omezuje difuzi kysliku do média. Pfistroj ma také schopnost udrZovat teplotu
s pfesnosti azna 0,001 °C. Diky témto vlastnostem oxygraf umoziuje rozeznat
minimalni rozdil v koncentraci rozpusténého kysliku (az 50 nmol/l) a je vhodnym

pristrojem ke studiu mitochondridlni fyziologie [177, 178].

Obr. 34 Oroboros Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko). 1 — Oxygraf-2k; 2 —
polarograficky sensor; 3 — komurky oxygrafu pro méreny vzorek; 4 —pumpa uréenad pro cisténi
komlrek; 5 — Hamiltonovy stfikacky urcené pro titraci substratd a inhibitorti do komurky oxygrafu; 6 —
Falcon zkumavky s ethanolem a destilovanou vodou na oplach Hamiltonovych stfikacek; 7 — Zatky
s kapilarou pro aplikaci substratd a inhibitord do kom(rky; 8 — Falcon zkumavky pouzivané jako drzak

na zatku pfi ¢isténi komUrky (prevzato ze zdroje [179] a upraveno)
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Obr. 35 Oroboros Oxygraf (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko). (A) okno do komurky A, (B)
sklenéna komlrka B. Obé komdarky jsou umisténé v médéném bloku (umozZnéni regulace teploty),
polarograficky senzor kysliku (POS) je chrdanén gumovym pouzdrem pro utésnéni POS proti sklu
komirky a télo senzoru je tvofeno polyetheretherketonem (PEEK) (pfevzato ze zdroje [180]

a upraveno).

Krouzkovy drzak membrany

Télo senzoru, PEEK

Rezervoar elektrolytu

Anoda

Izolace

Katoda

Obr. 36 Prlrez polarografickym senzorem v oxygrafu. PEEK — polyetheretherketon (pfevzato ze zdroje

[180] a upraveno)

HRR umoznuje méreni mitochondrialni respirace v rlznych bunécnych kulturach
a tkanich, ¢ehoz se vyuziva pfi diagnostice mnoha onemocnéni a patologickych stavu.
MuUzeme sledovat zmény v metabolismu u nadorovych, kardiovaskularnich
a neurodegenerativnich chorob, u diabetickych a obéznich pacientd nebo také

béhem procesu starnuti [181].
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Hodnoceni jednotlivych slozek ETS umoZiuji tzv. respiracni SUIT protokoly
(z anglického ,Substrate, Uncoupler, Inhibitor, Titration”). Ty jsou vystavéné
na po sobé jdoucich pfidavcich rlznych substrat(i, inhibitorl a rozpfahovaci
do mérné komurky pfristroje [177]. Pouziti téchto protokolld umozriuje hodnoceni
raznych respiracnich stavli, a to prostfednictvim bud jednoduchych a kratkych,
nebo velice komplexnich a nékolika hodinovych protokoll. Spfazenym respira¢nim
stavem, ve kterém je spotieba kysliku na IMM nejmensi, je stav LEAK (odvozené
z leak” —propoustét). Toho dosahneme nedostatkem ADP, ktery vyvolame
substraty pro tvorbu redukcnich kofaktord. OXPHOS (odvozené z ,oxidative
phosphorylation” — oxidativni fosforylace) umoznuje hodnoceni stavd, pti niz dochazi
k syntéze ATP z ADP. Béhem tohoto procesu, ktery potiebuje ATP syntdzu, dochazi
k transportu vodikovych iontl do mitochondridlniho matrix. Stav ETS (odvozené
z ,electron transfer system” — elektronovy transportni systém) hodnoti maximalni
kapacitu dychaciho fetézce prendaset elektrony. K dosaZzeni ETS stavu musime pouZit
tzv. rozprahovace, coz jsou latky fungujici jako protonofory, které transportuji
vodikovy proton dle koncentraéniho gradientu a zplsobi rozprazeni oxidativni
a fosforylacni slozky ETS. V neposledni fadé také ROX (odvozené z ,residual oxygen
consumption“ — rezidualni spotfeba kysliku), ktery predstavuje zbytkové dychani

v dUsledku oxidativnich vedlejSich reakci po inhibici ETS stavu [182—-184].

3.5.3.2 Aplikace v biosenzorech

Amperometricky Clarklv senzor se také hojné vyuzZivd jako detekéni prvek
v biosenzorech. Tento biosenzor ma vétSinou imobilizovdn enzym na permeabilni
membrané, ktery slouzi jako katalyzator premény substratu na produkty. V pfipadé
Ucasti rozpusténého kysliku u enzymatické reakce je mozné zaznamenat zménu jeho
koncentrace, kterd je umérnd koncentraci substratu. Enzymy, prevazné ze skupiny
oxido-reduktaz lze svyhodou pouZit ke konstrukci finanéné pfijatelnych cidel
pro selektivni stanoveni mnoha latek a lze tak nahradit i nakladnéjsi techniky, jako

jsou HPLC &i CE.
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NejzndmeéjSich  amperometrickym senzorem je <cidlo s imobilizovanou
glukdzooxidazou v glukometrech na stanoveni glukdzy v krvi, ktery se vyuziva
pro sledovani hladin cukru u pacientd s diabetes mellitus [185, 186]. Za katylyzy

glukdzooxidazou se glukdza oxiduje kyslikem podle nasledujici rovnice:

B-D-glukdza + O, + H20 < glukdzolakton + H;0,

Mnozstvi vzniklého peroxidu je tedy pfimo umérné obsahu glukdzy, které je snimano
kyslikovym cidlem, zaloZeném na principu amperometrického stanoveni, kde jsou
na testovacim prouzku natiStény elektrody (katoda, referen¢ni anoda a pomocna
elektroda), prekryty membranou a uloZeny na poréznim podkladu. Usporadani je

podobné klasickému provedeni Clarkovy elektrody [185—-188].

3.6 Validace bioanalytickych metod

Nedilnou soucasti ovéreni spolehlivosti jakékoli vyvinuté metody a metodiky
pro stanoveni analytl je proces validace, ktery ma prokazat, Ze metoda poskytuje
reprodukovatelné a spolehlivé vysledky a je pouZitelna pro plvodné zamysleny ucel.
Ziskané vystupy z procesu validace jsou zaznamendny ve validaénim protokolu, ktery
musi mimo jiné obsahovat limitace dané metody a jeji robustnost.

Z tohoto dlivodu existuje Siroké spektrum validacnich norem, podle kterych je mozné
se fidit. Pro analyzu latek v biologickych typech matric jsou nejcastéji vyuZivany
Doporuéené postupy pro validaci bioanalytickych metod od amerického Utadu
pro kontrolu potravin a léCiv (FDA, United States Food and Drug Administration),
od Evropské lékové agentury (EMA, European Medicines Agency) a od Mezindrodni
rady pro harmonizaci technickych  poZadavkl na  humdnni |éciva
(ICH M10, International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use). ICH M10 se snazi spojit dokumenty FDA a EMA
a kombinovat vyhody obou smérnic a rozsifit chybéjici doporuceni [189-192].
Nicméné, vidy je potieba definovat optimalni postup pro specifickou oblast

zaméreni. Mezi zakladni validaéni parametry patfi presnost, preciznost, linearita,
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selektivita, meze detekce a stanovitelnosti, robustnost, vytéZznost a stabilita analyt(
v zasobnich roztocich nebo biologickych matricich.

Pfi validaci bioanalytickych metod v komplexnich biologickych matricich jsou ¢asto
patrné interference z matrice vzorku. Vzhledem k nedostupnosti blankovych matric
a pozadavku na stanoveni stopovych koncentraci endogennich latek jsou vyznamnym

problémem nezanedbatelné matricové efekty (ME) [193—-195].
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4. KOMENTARE K EXPERIMENTALNIM VYSTUPUM
S DISERTACNI PRACI SOUVISEJICiCH

4.1 ReSersni prace: Neinvazivni stanoveni kyseliny mocové

ve slinach v diagnostice vaznych onemocnéni

Pfiloha 1: Non-invasive determination of uric acid in human saliva in diagnosis
of serious disorders

Andrea Vernerova, Lenka Kujovska Krémova, Bohuslav Melichar, Frantiek Svec

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 2020, 59 (5), 797-812
Impakt faktorae1 (IF): 8,490 (Q1); Article Influence Scoreze21 (AlS): 1,205 (Q1)

Kyselina mocova (UA) je kone¢nym produktem purinového metabolismu v lidském
organismu. Nadbyte¢nd akumulace UA v biologickych tekutinach jako je sérum,
plazma a mo¢ mUzZe vést k typu artritidy znamé jako dna, ktera je charakterizovana
tvorbou krystal(l urdtu sodného v kloubech, synovidlni tekutiné a jinych tkanich.
Vysoké hladiny UA jsou také dlsledkem geneticky podminénych defektl jako
je Lesch-Nyhanlv syndrom [61]. UA je vyznamnym antioxidantem krevni plazmy,
kde pfedstavuje vice nez 70 % z celkové antioxidacni kapacity. Dale se na antioxidacni
kapacité podileji plazmatické proteiny (10-50 %), askorbat (do 24 %) a alfa-tokoferol
(5-10 %) [196].

V ramci této reSersni prace byl popsan vyznam UA ve slindch v rlGznych klinickych
studiich. Velka ¢ast ¢lanku je vénovana metodam odbéru slin, jsou diskutovany rizné
pfistupy a mozné limitace stanoveni analytl vtomto typu biologického materidlu.
Dalsi ¢ast se zabyva upravou vzorku a naslednou analyzou. Podrobné jsou rozebirana
chromatografickd a kapilarné elektroforetickd stanoveni, enzymatické a optické
instrumentalni metody a stanoveni pomoci biosenzorid. U jednotlivych typl
stanoveni jsou uvedeny jejich vyhody a nevyhody a také béiné aplikované podminky.

VétsSina HPLC metod vyuZivd pro stanoveni slinnych hladin UA reverzni méd
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ve spojeni s ED, které je velmi selektivni a citlivé pro UA. CE metody nejbéznéji
vyuzivaji mobilitu zdporné nabité UA pfi nizkém pH ve spojeni také s ED.

Druhd ¢ast clanku je vénovdna aplikacim pomoci enzymaticko-optickych metod
a biosenzor(l. Enzymaticko-optické metody patfi mezi nejrozsitenéjsi metody
stanoveni UA ve slinach. Hlavnimi vyhodami jsou jednoduchost, vysoka rychlost,
nenarocnost na sloZity hardware a komerc¢ni dostupnost. Bohuzel nékteré z téchto
testU trpi nedostatecnou citlivosti a selektivitou. Biosenzory predstavuji novy smér
pro stanoveni UA ve slinach, ktery ma velky potencidl uplatnéni v klinickém vyzkumu.
Jednd se o prenosnd zafizeni, ktera jsou stabilni, robustni a biokompatibilni,
proto mohou slouzZit pro provadéni méreni a test primo u lGzka pacienta. Vyhodné
je zejména jejich vyuziti pro stanoveni ze slin jako neinvazivné odebraného
materidlu.

Zavérem reSersni prace bylo ziskani doporucenych postupli pro odbér slin, extrakci
vzorku a stanoveni UA ve slinach, které byly zohlednény v samotné experimentalni

praci Vernerova et al. (Pfiloha 2).
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4.2 Stanoveni markert aktivace imunitniho systému a kyseliny

mocové ve slinach

Priloha 2: Chromatographic method for determination of inflammatory biomarkers
and uric acid in human saliva

Andrea Vernerova, Lenka Kujovska Krémovd, Ondrej Heneberk, Vladimira Radochova,

Ondfej Strouhal, Adam Ka$parovsky, Bohuslav Melichar, Frantiek Svec
Talanta, 2021, 233, 122598
Impakt faktoraez1 (IF): 6,556 (Q1); Article Influence Scorezoz1 (AIS): 0,764 (Q1)

4.2.1 Uvod a cil prace

Analyza neopterinu, kynureninu a tryptofanu jako ¢asnych biomarker( zanétu slouzi
k predikci Fady onemocnéni, vcetné infekénich, autoimunitnich, malignich
nebo i u kardiovaskularni poruch [197, 198]. Jejich zvySené hladiny v ranych stadiich
onemocnéni tak mohou umozZnit c¢asnou diagnostiku s naslednou terapii
[32,199, 200]. Dalsim dalezitym analytem predstavujici konecny produkt
metabolismu purin( je kyselina mocovad, kterd je povazovana za vyznamny ukazatel
antioxidacni aktivity v lidském organismu [200].

V této studii byl kladen dlraz na vyuZiti nové metody k vedlejsich u¢ink( onkologické
léCby, jako je mukositida. VEasnad detekce a rychld lécba mukositidy by mohla
zabranit hospitalizaci pacienta nebo preruseni radioterapie a/nebo chemoterapie.
Mukositida je spojena s lokalni imunitni a zanétlivou odpovédi a tim i se zvySenim
hladin neopterinu a kynureninu ve slinach, které jsou doprovazeny snizenim hladin
tryptofanu. Pravé tyto latky maji potencial pro posouzeni aktivity a zavaznosti
oralniho zanétu a také sledovani ucinnosti |écby nejen u onkologickych pacientd, ale
také i u pacient(l s parodontitidou. Z predeslych studii je zndmo, Ze imunitni odpovéd
hostitele na bakterialni infekci hraje klicovou roli v destrukci tkané u parodontitidy.
Neopterin je biomarker aktivace bunééné slozky imunitniho systému, INF-y
a oxidaéniho stresu. INF-y aktivuje makrofagy, které syntetizuji kyslikové radikaly
a fadu hydrolytickych enzym(. Typickym prikladem je u parodontitidy intenzivné
zkoumana, matrixova metaloproteinaza-8 degradujici kolagen. Uvolnéné enzymy

tedy degraduji extracelularni matrix tkani a podileji se tak na jeji destrukci [201, 202].
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Kynurenin je prvnim stabilnim metabolitem tryptofanu v tzv. kynureninové
metabolické draze. Ta je zodpovédnd za metabolismus vice nez 90 % tryptofanu
a podili se na syntéze NADH, koenzymu rady redoxnich reakci. Kynurenin, respektive
jeho metabolity syntetizované bunkami imunitniho systému, maji vyrazné
imununospuresivni a imunomodulaéni Ucinky. Na principu negativni zpétné vazby se
podileji na regulaci zanétlivé imunitni odpovédi [203].

Béhem poslednich let ziskalo pouziti slin jako diagnostického biologického materidlu
znaCnou pozornost. Hlavnimi vyhodami slin je jejich neinvazivni odbér
a jednoduchost jeho provedeni bez pfitomnosti zdravotnického persondlu a dalSiho
vybaveni.

Hlavnim cilem prdce bylo vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni neopterinu,
tryptofanu, kreatininu, kyseliny mocové a kynureninu ve slinach s vyuzitim HPLC
a s tim spojenym odbérem a Upravou vzork( pro analyzu. DalS$im cilem bylo nalézt
rychlou a jednoduchou extrakéni techniku, kterd bude vyuZitelna pro velké série
vzorkd, azaroven také otestovat aplikovatelnost metody v klinickém vyzkumu

na redlnych vzorcich.

4.2.2 Vysledky a diskuze

4.2.2.1 Uprava vzorku pred analyzou

Sliny  byly odebrany pacientim  Onkologické  kliniky FN  Olomouc
a Stomatologické kliniky FN Hradec Kralové. Vyzkumny zamér byl schvdlen etickou
komisi (No. 201711S10P a No. 201909S13R) a informovany souhlas byl ziskan
od kazdého subjektu zahrnutého do studie. Vzorky, ziskané stimulovanou metodou
zvykanim bavinéného valecku, byly okamzité po transportu do laboratore uskladnény
pfi - 80 °C. Béhem vyvoje extrakéni metodiky byly testovany jednoduché zpUsoby
Upravy vzorku pomoci filtrace, fedéni, PP a nasledné centrifugace nebo kombinace
téchto technik. K PP bylo vyuZito rGznych organickych rozpoustédel, kyselin
a anorganickych soli, avsak nebyla dosazena poZadovana citlivost detekce. Dlvodem
bylo naredéni vzorku béhem procesu extrakce. Proto byly dale testovany filtraéni
metody. V ramci testovani filtraéni techniky byly porovnavany dva typy komercné

dostupnych centrifugacnich filtr(i. Ultrafree-MC filtry (Merck, Darmstadt, Némecko)
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obsahuji membranu z polyvinylidendifluoridu, ktera nebyla vhodna pro dostatec¢nou
eliminaci balastnich latek ze slin. Proto jsme zvolili Microcon filtry (Merck, Darmstadt,
Némecko) tvofené membranou z regenerované celuldzy, jejichz eliminacni vlastnosti
byly dostate¢né. Po vybéru vhodného centrifugacniho filtru a optimalizaci postupu
byly nastaveny optimalni extrakéni podminky: Centrifugacni zkumavky s filtry
Microcon byly nejdfive aktivovany 50 ul 15 mmol/l fosfatového pufru pomoci
centrifugace (14100xg, 15min, 4 °C), poté naplnény 200 pl slin s 5 pul IS
(3-nitro-L-tyrosin) o koncentraci 50 pmol/l spolu s 3 ul 0,5 mmol/l hydroxidem
sodnym. Po smichdani a protfepani na vortexu byla smés centrifugovana (14 100 x g,
60 min, 4 °C). Po centrifugaci byl supernatant prenesen do mikrotitrac¢ni desticky

k ndsledné HPLC analyze.

4.2.2.2 Chromatografické podminky

Separace cilovych analytl byla provedena na pfistroji HPLC Prominence LC-20
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) sloZzeného z degaseru, dvou pump, autosampleru,
kolonového termostatu, DAD (SPD-M20A, Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a FLD
(RF-10AXL, Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Pfi vyvoji metody bylo testovano nékolik
staciondrnich fazi splné a povrchové poréznimi c¢asticemi nebo monolitickym
sorbentem v reverznim a HILIC mddu. Jako mobilni faze byly zkouSeny citratovy
a fosfatovy pufr o rGzné koncentraci (5-15 mmol/l) a pH (2,5-6), a to jak
v izokratické, tak v gradientové eluci v kombinaci s acetonitrilem (1-10 %). Finalni
separace byla dosazena na koloné C18 Chromolith (150 mm x 4,6 mm) s predkolonou
se stejnou stacionarni fazi (10 mm x 4,6 mm) (Merck, Darmstadt, Némecko), kterd
byla temperovana na 40 °C. Mobilni faze byla sloZzena z 15 mmol/I fosfatového pufru
o pH 4,75 pfi ménicim se prdtoku 1,5 (0-3,9 min) az 2,5 ml/min (4-9 min). Objem
nastfiku na kolonu byl 15 pl vzorku z mikrotitraéni desti¢ky. K ovladani pfistroje byl
pouzit software LabSolution (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Separace standardnich

roztokud a vzorku slin za uvedenych podminek je zobrazena na Obr. 37 a 38.
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Obr. 37 Separace standardnich roztokl neopterinu, tryptofanu, kreatininu, kyseliny mocové,
kynureninu a IS (3-nitro-L-tyrosin) pomoci fluorescenéni detekce (FLD, vlevo) a detektoru s diodovym
polem (DAD, vpravo). Podminky separace: stacionarni faze: Chromolith High Resolution, RP-18e,
150 x 4,6 mm, mobilni faze: 15 mmol/| fosfatovy pufr o pH 4,75, pratok: 1,5 -> 2,5 ml/min, teplota:
40 °C, objem nastriku: 15 pl, celkova doba separace: 9 min, koncentrace roztok( standardnich latek:
neopterin 2,5 nmol/l, tryptofan 65 umol/l, kreatinin 50 umol/l, kyselina mocova 200 pumol/I,

kynurenin 2,2 umol/I a IS (3-nitro-L-tyrosin) 50 umol/I
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Obr. 38 Separace analytl v redlném vzorku lidskych slin onkologického pacienta pomoci fluorescencni

detekce (FLD, vlevo) a detektoru s diodovym polem (DAD, vpravo). Podminky separace: viz Obr.38

4.2.2.3 Validace metody

Vyvinutad metoda byla validovana dle doporucenych postupl EMA a ICH M10, které
jsou urceny pro validace metod v oblasti bioanalyzy [189, 191]. Béhem validace byla
vyhodnocena opakovatelnost, pfesnost, preciznost, linearita, selektivita a robustnost
metody. Vzorky kontrol byly prichystany pridavkem standardnich latek neopterinu,

kreatininu, kynureninu a tryptofanu v urcité koncentraci do slin. Z dlivodu stanoveni

76

B

Intenzita kynurenin alS (pAl



Experimentdlni ¢ast

fyziologicky se vyskytujicich latek ve slinach byla problémem absence blankové
matrice. Ztohoto dlvodu bylo nutné vidy odecist pQvodni hladiny analytd

od pridavkd standard(. Vysledky validace jsou shrnuty v Tab. 3 a Obr. 39.

Tab. 3 Vybrané parametry testu vhodnosti systému, limity a kalibraéni rozmezi

Kyselina
Analyty Neopterin Tryptofan Kreatinin L Kynurenin
mocova
Rozligeni (Ru) 2,4 11,8 2,3 1,1 6,7
Uginnost kolony (N/m) 5320 14773 2180 5047 22347
Faktor symetrie (T) 0,9 0,8 1,1 0,9 0,7
*Opakovatelnost nastriku
(% RSD, STD) 1,48 1,16 0,30 0,56 0,50
*Opakovatelnost nastriku
(% RSD, BIO), level 1 4,76 0,51 0,68 0,45 1,54
*Qpakovatelnost nastriku
(% RSD, BIO), level 2 2,56 1,88 0,24 0,31 1,24
Kalibracni rozmezi (umol/I) 0,60-100x10% 0,73-200  0,12-200 0,18-400 0,14-40
Korelacni koeficient 0,999 0,997 0,999 0,997 0,999
Mez detekce, (LOD, umol/I) 0,36x10°3 0,44 0,07 0,11 0,08

STD — roztok standardd; BIO — biologicky material; RSD — relativni smérodatna odchylka plochy
pod pikem; LOD — mez detekce; *n — pocet opakovani = 6; level 1: neopterin 0,6 nmol/I,
tryptofan 0,73 umol/l, kreatinin 0,13 umol/Il, kyselina mocova 0,18 umol/l, kynurenin 0,14 umol/l;
level 2: neopterin 1,8 nmol/I, tryptofan 2,18 umol/l, kreatinin 0,39 pumol/I,

kyselina mocova 0,54 umol/l, kynurenin 0,41 umol/I

77



Experimentalni ¢ast
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Obr. 39 Vysledky preciznosti a presnosti HPLC metody na ¢tyfech hladinach kontrolnich vzorkd. n—

pocet opakovani; RSD — relativni smérodatnd odchylka plochy pod pikem

V rdmci validace byla testovana také dlouhodoba stabilita analytl v biologickém
materialu. Ta potvrdila moZnost skladovani vzorkud pfi -80 °C po poZadovanou dobu

jednoho mésice.

4.2.2.4 Aplikace metody

Nové vyvinuta metoda byla aplikovdna pfi stanoveni cilovych analytl ve slinach
od pacientd s onkologickym a parodontologickym onemocnénim. Prvni skupinu
tvofilo 67 pacientl s rGznymi typy ndadorl (karcinom prsu, ledvin, oropharyngu
a tlustého streva). Druhd skupina zahrnovala 19 pacientd s parodontitidou.
Ve vyhodnoceni ziskanych dat byl kladen diraz na porovnani hladin kyseliny mocové
(UA) ve slinach a séru ke zjiSténi mozné korelace mezi nimi. Sérové koncentrace UA
byly stanoveny pomoci rutinni biochemické analyzy na Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky ve FN Hradec Kralové a jejich porovnani shladinami ve slinach
je zobrazeno na Obr. 40 u obou sledovanych kohort pacientl. | presto, Ze u pacient(
s nddorovym onemocnénim byly pozorovany vyznamné nizSi koncentrace UA
ve slinach nez v séru (p = 0,0010), byla nalezena stfedné silnd korelace mezi témito
typy biologickych materidld (rs=0,44, p=0,0002). U pacientd s parodontalnim
onemocnénim koncentrace UA v séru a slindch byly statisticky vyznamné odlisné
(rs=0,66, p=0,0020). Pfi sledovani ostatnich marker(l zanétu byly nalezeny
vyznamné vyssi hodnoty pomérl neopterin/kreatinin, kynurenin/tryptofan
a kynurenin/kreatinin ve slindch nez v séru, zatimco pomér tryptofan/kynurenin byl

vyznamneé nizsi, coz signalizuje zvySenou imunitni aktivaci v dutiné Ustni. Na zakladé
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vSech nasich vysledkd bylo ovéreno, Ze nova metoda spliuje poZadavky citlivosti,

a tim padem je vhodnd pro analyzu markerd zanétu a UA ve slinach.

Porovnani hladin kyseliny mocové
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Obr. 40 Porovnani hladin UA ve slinach a vséru u pacientd s onkologickym a parodontainim

onemocnénim. n — pocet pacientl

4.2.3 Shrnuti

V ramci rozsahlé pilotni studie byla vyvinuta a plné validovdna nova bioanalyticka
HPLC-DAD-FLD metoda pro stanoveni neopterinu, tryptofanu, kreatininu, kynureninu
a kyseliny mocové ve slindch. Separace analytl byla dosaZzena pomoci monolitické
stacionarni faze, kterd byla vhodnda pro stanoveni latek ve velkych sériich vzorka.
Jako metoda upravy vzorku byla zvolena jednoducha a rychld filtrace pomoci
Microcon centrifugacnich filtrG. Pro kvantifikaci byla vyuZita metoda vnitfniho
standardu. Analyzou 86 redlnych vzork(l slin od pacientl bylo verifikovdno, Ze
navrzena metoda muze byt pouzita v klinickém vyzkumu a néasledné praxi predevsim
jako méné invazivni alternativa ke stanoveni zejména UA v séru v porovnani s rutinni

analyzou.
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4.3 UHPLC-MS/MS metoda pro stanoveni markert aktivace
imunitniho systému v gingivalni tekutiné

Pfiloha 3: Liquid chromatography method with tandem mass spectrometry
and fluorescence detection for determination of inflammatory biomarkers in gingival

crevicular fluid as a tool for diagnosis of periodontal disease

Andrea Vernerova, Lenka Kujovska Krémovd, Ondrej Heneberk, Vladimira Radochova,

Frantisek Svec
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2022, 212, 114644
Impakt faktorao1 (IF): 3,571 (Q2/Q3); Article Influence Scorezo21 (AlS): 0,515 (Q2)

4.3.1 Uvod a cil prace

Mezi nejcastéjsi choroby lidské populace patfi zdnétliva onemocnéni parodontu
(gingivitida a parodontitida). PUvodcem téchto onemocnéni jsou bakterie dentalniho
mikrobidlniho povlaku. Imunitni odpovéd’ hostitele namirena proti témto patogenim
a jejich produktim vede k zanétu dasni (gingivitida) a také muze byt pfi¢inou
resorpce alveolarni kosti (parodontitida) [23]. Tento proces je spojen s uvolfiovanim
medidtor( zanétlivé odpovédi a jejich produktli do gingivalni tekutiny (GCF). GCF je
transudat nebo exsudat krevni plazmy v zavislosti na Urovni zanétu parodontalni
tkané, ktery se vylucuje dasriovym zlabkem/parodontalnim chobotem [21].

Analyza GCF poskytuje informaci o aktudlni Urovni zdnétu prfimo v misté odbéru.
Stanoveni zanétlivych biomarkeri v GCF ma tedy velky potencidl vyuziti
v diagnostice, hodnoceni [é€by a progresi onemocnéni parodontu.

Mezi bézna klinickd vysetfeni parodontu patfi hodnoceni hloubky parodontdlnich
chobotl(, krvacivost po sondazi, ¢i gingivalni index. Tyto metody vSak nejsou velmi
spolehlivé a specifické pro hodnoceni miry zanétu. Z tohoto ddvodu bylo hlavnim
cilem studie vyvinout citlivou a selektivni metodu pro stanoveni biomarker( aktivace
imunitniho systému (neopterin, tryptofan a kynurenin) a kreatininu v GCF. Dil¢imi cili
bylo optimalizovat odbér vzorku GCF pro kvantitativni vyhodnoceni vyslednych dat
a aplikovat vyvinutou metodu na realné vzorky pacientd s parodontalnim

onemocnénim a zdravych darc(.
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4.3.2 Vysledky a diskuze

4.3.2.1 Uprava vzorku pred analyzou

V prvni ¢asti vyvoje metody byly testovany rlizné zpUsoby odbéru GCF, které
zahrnovaly odbér pomoci papirového Cepu, kalibrované mikrokapilary a retrakéniho
vldkna. Béhem optimalizace odbéru byl kladen dliraz na reprodukovatelnost
a kvantifikaci vyslednych dat. NejlepsSich vysledk( bylo docileno pomoci retrakéniho
vldkna. Odbér GCF od pacientll s parodontitidou a zdravych darcd probéhl
na Stomatologické klinice FN Hradec Kralové. VSichni ucastnici byli obeznameni
s Ucelem studie a potvrdili podpisem informovany souhlas, ktery byl schvalen Etickou
komisi FN Hradec Kralové (No. 201909S13R). Po odbéru byly vzorky transportovany
do laboratore ke zpracovani a ndsledné kvantifikaci. Z retrakéniho vldkna byla GCF
uvolnéna sonikaci v ultrazvukové lazni (20 °C, 20 min.) do 110 ul fyziologického
roztoku (0,9% NaCl). Po sonikaci byly vzorky uchovdny pfi 4 °C po dobu 1 hod,
nasledné byla vldakna odstranéna ze zkumavek a ziskané extrakty zamrazeny (-80 °C)
a analyzovany v €ase potieby.

Vyvoj extrakéniho postupu byl zaméren na jednoduché zplsoby uUpravy pomoci
filtrace, PP a ndsledné centrifugace nebo kombinace téchto technik. Testovani PP
vyzadovalo dalsi naredéni vzorku, které vedlo ke ztraté citlivosti v malém mnozstvi
GCF. PP tedy musela byt vyloucena. Nicméné pouzitim samotné filtrace nedochdzelo
k dostate€nému precisténi vzorku. Ztohoto dlvodu byly vyuzity Microcon
(Merck, Darmstadt, Némecko) centrifugacni filtry bez nutnosti dalSiho naredéni
vzorku. Finalni extrakce zahrnovala nejprve aktivaci filtru 50 pl pufru octanu
amonného (AmAc, 5 mmol/l) centrifugaci pfi 14 100 x g, 4 °C po dobu 15 minut. Poté
byly centrifugaéni zkumavky s filtry Microcon naplnény 100 ul GCF a 5 ul roztoku
IS (L-tryptofan-(indole-d5)) o koncentraci 1500 pmol/l. Po smichani a protfepani
na vortexu byla smés centrifugovdna (14 100 x g, 30 min, 4 °C). Nasledné byl

supernatant prenesen do mikrotitra¢ni desti¢ky k chromatografické analyze.

4.3.2.2 Chromatografické podminky
Metoda byla vyvijena na UHPLC systému Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

slozeného z degaseru, dvou pump, autosampleru, kolonového termostatu, FLD
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(RF-20A, Shimadzu, Kyoto, Japonsko), MS (LCMS 8030, Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
a pocitacového softwaru (Labsolutions).

Pti optimalizace bylo prvnim cilem nalézt vhodné MS/MS podminky pro cilové latky,
Optimalizace probéhla pomoci softwaru LabSolutions s automatickym programem.
Prehled findlnich detekovanych podminek je uveden v Tab. 4. BEéhem vyvoje metody
nebylo dosaZeno poZadované citlivosti pomoci MS pro neopterin. Z tohoto d(ivodu
byla pouZita FLD, kterd umoznila kvantifikaci hladin pod 2 nmol/l. Neopterin byl
detekovan pfi excitacni vinové délce 353 nm a emisni 438 nm. V ramci optimalizace
separacnich podminek bylo vyzkouSeno nékolik stacionarnich fazi v kombinaci
s rlznym sloZzenim mobilni faze, pH, koncentrace kyseliny mravenci atd. Byla
testovana rada kolon s povrchové poréznimi casticemi (vSechny Phenomenex,
Torrance, USA), napf.: HILIC (150 x 3 mm, 2,6 um; 100 x 2 mm 1,7 um, 100 A), Polar
C18 (100 x 4,6 mm, 2,6 pm, 100 A) nebo PFP (100 x 3 mm, 1,7 um, 100 A) a také
Acquity UPLC BEH Amide (150 x 3 mm, 1,7 um, 130 A, Waters, Milford, MA, USA).
Pti testovani mobilni faze byly vyuZity kombinace vody, methanolu, acetonitrilu,
pufru mravencanu amonného (AmFo), octatu amonného (AmAc)

a hydrogenuhlic¢itanu o odlisné koncentraci a pH.

Tab 4, Optimalizované MRM prechody pro kreatinin, kynurenin, tryptofan

a IS (L-tryptofan-(indole-ds)). Cas prodlevy byl nastaven na 50 ms.

Prekurzorové Produktové Ql (V) CE Q3 (V)

ionty (m/z) ionty (m/z)
Kreatinin 114,00 44,00 -15 -19 -15
114,00 86,00 -15 -19 -15
208,80 191,85 -10 -9 -26
Kynurenin 208,80 94,00 -10 -15 -10
208,80 146,00 -14 =22 -16
IS (L-tryptofan- 204,90 145,85 -14 -16 -16
(indole-ds)) 204,90 117,90 -10 -24 -27
210,05 191,80 -14 -12 -14
Tryptofan 210,05 149,95 -30 -18 -20
210,05 193,10 -10 -10 =27

Q1 - kvadrupdl 1; Q3 — kvadrupdl 3; CE — kolizni energie

Neopterin a kreatinin jsou velmi polarni latky obecné malo zadrZzované na reverznich
fazich. Proto jsme béhem vyvoje chromatografie testovali fazi HILIC. BohuZel nebylo

dosazeno optimalni separace diky vysokému Sumu na zakladni linii a dlouhé dobé
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potiebné k ekvilibraci systému. Nasledné pro optimalizaci konecnych separacnich
podminek byla zvolena kolona Polar C18 (100 x 3 mm, velikost &astic 2,6 um, 100 A),
jelikoz poskytovala nejlepsi retencni vlastnosti pro vSechny cilové analyty. DalSim
krokem byla optimalizace slozek mobilni faze. Prvni byly testovany vodné pufry
(AmAc a AmFo) o rizné koncentraci a pH, a to v izokratické a nasledné v gradientové
eluci s organickym rozpoustédlem. AmAc pufr o koncentraci 5 mmol/I byl vybran jako
nejvhodnéjsi pro cilové latky. Porovnani nejlépe dosazenych vysledkd pomoci HILIC

a C18 separace je ukdzano na Obr. 41.

A HILIC separace B Polar C18 separace
900000 1400000 2500000
500000 1200000
700000 2000000
500000 1000000
500000 200000 1500000

400000
300000
200000

100000 / \
0 +

600000

tryptofanu

1000000
400000

Absolutni intenzita (A.U.)

500000
200000

AN
005115 2253354455556 65 7

Absolutni intenzita (A.U.) kreatininu

0 0

Absolutni intenzita (A.U.) kynureninu a

0 0,5 1 1,5 2 25 3
Retenéni &as (min) Retenéni &as (min)
Obr. 41 Porovnani separace tryptofanu ( ), kreatininu (Seda) a kynureninu (modra) pomoci

dvou mechanism0 separace: (A) HILIC a (B) reverzni faze. Podminky HILIC separace: staciondrni faze:
Kinetex HILIC, 100 x 2 mm, 1,7 um, 100 A; mobilni faze: acetonitril a 5 mmol/l AmAc (70:30, v/v) o pH
6, pratok: 0,3 ml/min, teplota: 40 °C, objem nastfiku: 1 ul. Podminky separace na reverzni fazi (C18):
stacionarni faze: Kinetex Polar C18, 100 x 3 mm, 2,6 um, 100 A, mobilni faze: slozka A — 5 mmol/!
AmAc o pH 6, slozka B—0,2 % kyseliny mravenci v acetonitrilu s LC-MS vodou (90:10, v/v), linedrni
gradient 0-10 % slozky B (1-3,5 min), pritok: 0,5 ml/min, teplota: 40 °C, objem nastfiku: 8 ul, celkova
doba separace: 4,5 min. Koncentrace roztoklG standardnich latek: tryptofan 65 umol/l, kreatinin

50 umol/l, kynurenin 2,2 pmol/l, MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

V posledni fadé byl testovan vliv slozky B mobilni faze pfi gradientové eluci
na separaci latek. Jako slozka B byly testovany acetonitril a methanol s pridavkem
0,2 % kyseliny mravenci. Pfi pouZiti methanolu dochazelo ke snizeni odezvy piku
neopterinu oproti gradientu s acetonitrilem (Obr. 42). Z tohoto didvodu byl pouzit

acetonitril s pfimési 10 % LC-MS vody ke zvySeni retence.
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Obr. 42 Vliv organického rozpoustédla v priibéhu gradientové eluce na pik neopterinu. Podminky
separace: stacionarni faze: Kinetex Polar C18, 100 x 3 mm, 2,6 um, 100 A, mobilni faze: slozka A —
5 mmol/l AmAc o pH 6, slozka B — 0,2 % kyseliny mravendi v acetonitrilu (ACN, modra) a v methanolu
(MeOH, ), linedrni gradient 0-10 % slozky B (1-3,5 min), pratok: 0,5 ml/min, teplota: 40 °C,
objem nasttiku: 8 pl, celkova doba separace: 4,5 min, koncentrace standardniho roztoku neopterinu:

2,5 nmol/l, FLD — fluorescenéni detekce

Findlni separace byla dosazena na koloné Polar C18 (100 x 3 mm, velikost castic
2,6 um, 100 A) s predkolonou se stejnou stacionarni fazi p¥i 40 °C. Mobilni faze byla
tvofena z 5 mmol/l AmAc pufru o pH 6 a 0,2 % kyseliny mravendi v acetonitrilu
v gradientové eluci 0-10 % pfti pritoku 0,5 ml/min. Objem nastfiku na kolonu byl
8 ul. Celkovd doba chromatografické analyzy vcetné ekvilibrace kolony byla

4,5 minuty. Separace GCF za vymezenych podminek je uvedena na Obr. 43.
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Obr. 43 Separace cilovych analytd v GCF vzorku pacienta s parodontalnim onemocnénim. Podminky
separace: stacionarni faze: Kinetex Polar C18, 100 x 3 mm, 2,6 um, 100 A, mobilni faze: slozka A —
5 mmol/l AmAc o pH 6, slozka B — 0,2 % kyseliny mraven¢i v acetonitrilu s LC-MS vodou (90:10, v/v),
linedrni gradient 0-10 % slozky B (1-3,5 min), pratok: 0,5 ml/min, teplota: 40 °C, objem nastfiku: 8 pl,
celkova doba separace: 4,5 min, FLD — fluorescenéni detekce, MS/MS — tandemova hmotnostni

spektrometrie. Pomoci metody celkového iontového proudu (TIC) byla provedena kvantifikace latek.

4.3.2.3 Validace metody

Validace nové vyvinuté metody probéhla dle EMA a ICH M10 [189, 191]. ICH M10
bylo pouZito pro vyhodnoceni testu vhodnosti chromatografické systému a EMA
pro ostatni validaéni parametry, jako jsou presnost, preciznost, selektivita, linearita
arobustnost metody. Pro vSechny analyty a IS (L-tryptofan-(indole-d5)) byly
vyhodnoceny ME dle metody postextrakéniho pridavku. ME byly kompenzovany
pouzitim znaéeného IS. Vzorky kontrol byly pfipraveny pfidavkem standardnich latek
neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu v urcité koncentraci do GCF.

Z divodu stanoveni endogennich latek v GCF byla problémem chybéjici blankova

86



Experimentdlni ¢ast

matrice. Dlouhodoba stabilita analytd v biologickém materidlu byla testovana
po dobu Ctyf mésici pfi teplotdch 4 °C, -25 °C a -80 °C. Vysledky validace
shrnuje Tab. 5, 6 a 7 a Obr. 44.

Tab.5 Vysledky testu vhodnosti chromatografického systému a kalibracni rozmezi

Analyt Neopterin Kreatinin  Kynurenin  Tryptofan
Kalibraéni rozmezi (umol/1) 0,5x103-100 0,2-20 0,1-40 0,2-200
Korelaéni koeficient (r?) 0,997 0,999 0,998 0,999
Kapacita piku (Pc) 122,36 126,00 115,68 146,35
*Opakovatelnost nastriku

1,52 1,08 4,94 4,63
(% RSD, STD) ! ! ! !
*Qpakovatelnost nastriku

2,06 4,30 1,37 3,16

(% RSD, BIO)

STD — standardni roztok; BIO — biologicky material; RSD — relativni smérodatna odchylka plochy piku;

*n — pocet opakovani =6

87



Experimentalni ¢ast

Tab. 6 Pfesnost a preciznost metody

méreni v pribéhu jednoho dne, méreni v ramci vice dni,
within-run, (n =5) between-run, (n = 3)
predpokladana zmérena . . zmérena . Y
koncentrace koncentrace Preciznost Pfesnost Koncentrace Preciznost Pfesnost
o (% RSD) (%) o (% RSD) (%)
(priimeér) (prdimér)

Neopterin (nmol/I)

LLoQ 0,50 0,51 2,33 102,85 0,53 1,23 105,13
Nizky QC 1,50 1,52 1,01 101,26 1,52 1,30 101,56
Stfedni QC 30,00 30,40 0,89 101,34 30,29 1,71 100,98
Vysoky QC 70,00 70,22 0,50 100,31 70,46 0,52 100,65

Tryptofan (umol/I)

LLOQ 0,20 0,20 7,00 97,73 0,20 4,84 101,67
Nizky QC 1,00 0,98 7,98 97,91 1,00 2,11 100,33
Stfedni QC 70,00 70,01 12,04 100,02 70,46 2,71 100,65
Vysoky QC 120,00 123,42 6,04 102,85 123,91 6,40 103,26

Kreatinin (umol/I)

LLoQ 0,20 0,23 3,42 114,77 0,23 4,32 113,33
Nizky QC 0,60 0,68 5,53 113,79 0,62 12,19 103,89
Stfedni QC 2,50 2,65 4,56 106,04 2,71 7,73 108,53
Vysoky QC 10,00 10,54 3,31 105,41 10,32 2,46 103,23

Kynurenin (umol/I)

LLoQ 0,10 0,10 6,85 110,45 0,10 4,84 109,00
Nizky QC 1,00 1,04 7,64 103,73 0,97 2,11 96,67
Stfedni QC 18,00 18,50 9,95 102,77 19,68 2,71 109,33
Vysoky QC 30,00 31,24 5,44 104,12 30,57 6,40 101,89

LLOQ — dolni mez stanovitelnosti; QC — kontrolni vzorek; RSD — relativni smérodatnd odchylka,

n — pocet opakovani

Tab. 7 Matricovy efekt vyjadfeny v procentech (ME %) pro tryptofan, kynurenin, kreatinin, neopterin
a vnitfni standard

GCF vzorky Tryptofan Kynurenin Kreatinin I._-tryptofan- Neopterin
(indole-ds), 1S
ME % ME % ME % ME % ME %
Matrice 1 Nizky QC 100,00 97,87 114,92 86,97 96,86
Stredni QC 107,66 98,80 99,59 99,36 104,92
Matrice 2 Nizky QC 106,67 97,16 113,56 86,86 108,27
Stredni QC 100,42 109,62 105,75 96,65 97,35

ME — matricovy efekt; QC — kontrolni vzorek; IS — vnitfni standard; koncentrace analytl viz Tab.6
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Obr. 44 Sledovand stabilita analytd v GCF po dobu 120 dn( pfi rlznych teplotach skladovani.

Koncentrace analytl viz Tab.6 (level 1 — nizky QC, level 2 — stfedni QC)

4.3.2.4 Aplikace metody

Vhodnost nové validované metody pro klinickou praxi byla ovéfena stanovenim
cilovych latek v GCF u 14 pacientll s parodontitidou a 14 zdravych darch. Kvdli
odliSnému mnozstvi GCF absorbovaného do retrakéniho vldakna stanoveného
pro extrakci byly kone¢né hodnoty vzork( prevedeny na koncentraci analytli pfimo

v GCF dle nasledujici rovnice:

CGCF = CdetGCF X (110 + VGCF) / (VGCF)

Kde cacr je koncentrace analytu v GCF, cgetcer je koncentrace detekovana ve vzorku
GCF a Vgcr je objem GCF.

Objem GCF byl uréen na zakladé hmotnosti retrakéniho vldkna po odbéru vzorku
s vyuzitim hustoty GCF 1,0 g/ml [201]. Vysledna data od vsech pacientl a darcl jsou
zobrazena na Obr. 45. Koncentrace neopterinu a tryptofanu byly signifikantné vyssi
u studijni  skupiny (p <0,001). Pomér neopterin/kreatinin byl u jedinc(

s parodontitidou  signifikantné nizsi (p  <0,001). Hodnoceni poméru
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kynurenin/tryptofan neprokazalo statisticky vyznamné vyssi hladiny u pacientd
s parodontitidou (p = 0,470). Ackoliv nova metoda je velmi citliva, u nékterych vzorku
od zdravych darci byly nalezeny nizké koncentrace kynureninu pod limitem
kvantifikace. BohuZel, jiz nebylo mozné snizit pomér fedéni vzorku GCF, aby byl

zachovan minimalni objem nastriku z mikrotitraéni desticky do UHPLC systému.
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Obr. 45 Koncentrace neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu v gingivalni tekutiné (GCF)
u pacientd s parodontdlnim onemocnéni a zdravych dércl. Vysledky jsou prezentovany jako primér

s rozmezim detekovanych hodnot.

4.3.3 Shrnuti

K posouzeni zanétlivé odpovédi pfi onemocnéni parodontu byla vyvinuta a plné
validovana UHPLC-FLD-MS/MS metoda pro stanoveni neopterinu, kreatininu,
kynureninu a tryptofanu v GCF. Jelikoz kynurenin a tryptofan nebyly dosud
hodnoceny v GCF, pfedstavuje tato metoda nové moinosti hodnoceni imunitni
odpovédi u parodontitidy a lepsi pochopeni patofyzilogickych procest. Metoda byla

implementovana do souboru vy$etfeni Vyzkumné laboratofe Ustavu klinické
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biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové, zejména pro potfeby Stomatologické

kliniky FN Hradec Krélové.
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4.4 Potencialni vyuziti méreni neopterinu ve vztahu k horecce

u metastatického melanomu s cilenou kombinovanou terapii

Priloha 4: Potential utilization of neopterin measurements in the assessment
of pyrexia in metastatic melanoma treated with combined targeted therapy: a case
report

Marie Bartouskovd, Michaela Hrouskovd, Filip Ctvrtlik, Eva Hlidkova,

Katefina Ku¢erovd, Andrea Vernerovd, Bohuslav Melichar, Hana Studentova

Pteridines, 2020, 31 (1), 151-157
Impakt faktorao21 (IF): 0,659 (Q4/Q4); Article Influence Scorezo21 (AIS): 0,112 (Q4)

Laboratorni medicina tvofi nezbytnou soucdst managementu terapie nadorovych
onemocnéni. Imunitni systém ma nezastupitelnou roli pfi sledovani zanétlivé
odpovédi v pribéhu nddorového onemocnéni a jeho 1é¢by. Zmény hladin biomarkera
aktivace imunitniho systému mohou velmi ¢asné a spolehlivé reflektovat rlist tumoru
a jeho progresi. Je znamo, Ze zvySené hladiny neopterinu jsou spojené se Spatnou
progndzou nadorovych onemocnéni a kjejich vzestupu dochdzi také vlivem
chemoterapie a radioterapie [197, 199, 204].

Tato kazuistika vznikla ve spolupraci s Onkologickou klinikou FN Olomouc a jejim
cilem bylo sledovat produkci neopterinu ve spojeni s horec¢kou jako nezadoucim
ucinkem kombinované lécby dabrafenibem a trametinibem u metastatického
melanomu. Kombinovana terapie je zpocatku vysoce ucinna pri |é¢bé tohoto nadoru,
avsak po dlouhodobém uzivani mlze dochdazet k rezistenci a k opétovné progresi
onemocnéni. Horecnaty stav spojeny se zimnici, noénim pocenim a hypotenzi je
povazovan za nejcastéjsi nezadouci UCinek této kombinované terapie. Nicménég,
mechanismus vyvolani horecky u tohoto typu lIé¢by neni doposud znamy [205, 206].
Hladiny neopterinu v moci byly detekovany v pribéhu Ié¢by denné po dobu dvou
mésict pomoci HPLC-DAD-FLD metody [207] ve Vyzkumné laboratofi Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové. Vzorky moce byly odebirdany denné

po dobu dvou mésicld od zacatku terapie. V ramci studie byly také sledovany hladiny
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neopterinu a C-reaktivniho proteinu v séru pomoci imunoanalyzy a komercéniho kitu
[207, 208].

Tato studie prokazuje ucinnost kombinované cilené terapie u pacienta
s metastatickym melanomem, a také ilustruje vyuziti analytického stanoveni
neopterinu v diagnostice a monitorovani hore¢ky u téchto pacient(. Casovy pribéh
dennich stanoveni ukazuje, Ze po pocatecnim poklesu neopterinu v moci se
koncentrace zacaly zvySovat, coz ukazovalo na aktivaci imunitniho systému.
K dalSimu vyraznému zvySeni neopterinu doslo tyden pred klinickou manifestaci
onemocnéni, kdy také koncentrace neopterinu v moc¢i dosahla maximalni hodnoty.
Po nasazeni podpurné lécby doslo k vyraznému poklesu hladin neopterinu v modi,
které se vSak po opétovném zahdjeni kombinované |écby zacaly znovu zvySovat.
Tento pokles indikoval neinfekéni pficinu horecnatého stavu.

Zavérem lze fici, Ze tato kazuistika prokazuje ucinnost |écby dabrafenibem
a trametinibem, a také naznacuje potencialni vyuZiti dennich méfeni neopterinu
pfi predikci a monitorovani nezadoucich ucinkt cilené l1écby.

V ramci této studie jsem méla podil na pfijmu biologického materidlu z FN Olomouc,

extrakci vzorkd pred analyzou a samotném stanoveni hladin neopterinu a kreatininu

v moci pomoci HPLC-DAD-FLD techniky.
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4.5 Porovnani mitochondridlni respirace trombocytli pomoci
dvou izolacnich technik: centrifugace v hustotnim gradientu

a diskontinualni aferézy

P¥iloha 5: Mitochondrial respiration of platelets: comparison of isolation methods

Andrea Vernerovd, Luiz Felipe Garcia-Souza, Ondrej Soucek, Milan Kostal, Vit

Rehacek, Lenka Kujovska Krémova, Erich Gnaiger, OndFej Sobotka
Biomedicines, 2021, 9 (12), 1859
Impakt faktorao1 (IF): 4,757 (Q2/Q2/Q2); Article Influence Scorezoz1 (AlS): 0,798 (Q2)

4.5.1 Uvod a cil prace

Krevni desticky jsou subceluldarni elementy krve, které vyznamné pfispivaji
k hemostazy vnitfniho prostfedi organismu. Trombocyty nemaji ve své strukture
jadro, avSak obsahuji jiné organely, jako jsou mitochondrie a endoplazmatické
retikulum. Mitochondrie jsou kliCové bunécné organely, které jsou zodpovédné
za produkci ATP, redoxni homeostazu, regulaci ROS a intracelularni koncentraci
vapniku, aktivaci apoptdzy a mnoho dalSich funkci [88].

Vysetfeni funkce trombocytl je vhematologii opomijené téma predevsim
pro nedostupnost vhodnych metod. Zlatym standardem je dnes vySetfeni optické
agregometrie [209], coZ je metoda dostupnd, ale obvykle hlre interpretovatelna
a malo specificka. Znalost funkéni aktivity by mohla pomoci pfi |écbé ¢i profylaxi
raznych hematologickych i metabolickych onemocnénich, a tim vést ke zlepseni
kvality Zivota nemocnych. Mitochondridlni dysfunkce trombocytl byla pozorovdna
u nékolika fyziologickych a patologickych stavi, véetné diabetu mellitu Il. typu [210],
starnuti [211], astmatu [212], sepse [213], schizofrenie, Huntingtonovy, Parkinsonovy
a Alzheimerovy choroby [214].

Zakladni mitochondridlni funkce lze studovat hodnocenim rychlosti spotfeby kysliku,
ktera souvisi s oxidaci substrati na vnitfni mitochondridlni membrané a se zménou
jeji konformace [182, 215]. Diky moderni respirometrii s vysokou senzitivitou (HRR)
Ize analyzovat metabolicky profil a funkci trombocytd z malého vzorku Zilni krve

pomoci centrifugace v hustotnim gradientu a diferencialni centrifugace. Nicméné
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s pfibyvajicimi daty jsou stdle vice diskutovdny metodologické problémy tohoto
vySetfeni tykajici se hlavné pfipravy samotného vzorku a izola¢ni procedury vyuZité
k ziskani kvalitni kontroly trombocytl. Rzné typy antikoagulancii, nastaveni
podminek centrifugace a respiracni protokoly vsak ovliviiuji chovani koncentratu
trombocytl a rychlost mitochondridlniho dychani.

Transfuze trombocytl jsou nezbytné pro |écbu riznych patologickych stavl a jejich
[éCebné vyhody jsou vseobecné uznavany odbornou verejnosti. Proces separace
a uskladnéni koncentratl trombocytl byl jiz do podrobnosti zdokumentovan a byla
publikovana fada doporuceni v odbornych casopisech [216]. Nicméné zlepSeni
funkce a Zivotnosti desticek urcenych k transfuzi je i naddle predmétem vyzkumu
[217, 218].

Hlavnim cilem studie bylo porovndni mitochondridlniho dychani trombocytd
ziskanych pomoci aferézy a centrifugace v hustotnim gradientu, kterd byla spojena
s diferencidlni centrifugaci. Dil¢im cilem bylo porovnani téchto technik z hlediska
aktivace trombocytl béhem procesu izolace pomoci imunologickych metod.
V neposledni fadé bylo cilem studie ziskani kontrolniho souboru dat mitochondridlni
respirace trombocytl od zdravych dobrovolnikd (darct krevnich desticek)

pro budouci studie rdznych patologickych stavu.

4.5.2 Vysledky a diskuze

4.5.2.1 Izolace trombocytl

Do studie bylo zafazeno 29 zdravych ddarch krve registrovanych v databazi
Transfuzniho oddéleni FN Hradec Krdlové v souladu s etickym protokolem
(No. 201903511P). Od zdravych darcl krve byla nejprve odebrdna krev pro izolaci
trombocytl pomoci centrifugace a poté byli napojeni na afereticky pfistroj
pro separaci trombocytarni masy. Nasledné byl odebran vzorek koncentratu
trombocytl z hotového transfuzniho vaku. Vzorky od jednoho darce byly vidy
zpracovany Cerstvé v den odbéru krve a nasledné podrobeny analyze mitochondridlni
respirace v ten samy den. Pocet trombocytl byl stanoven pomoci priitokové
cytometrie v Hematologické laboratofi FN Hradec Krdlové pred izolaci v plné krvi

a po izolaci ve vSech vytéZcich.
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K ziskani trombocytl o vysoké kvalité pomoci centrifugace byly vyuzity standardni
postupy dle aktudlnich doporuceni mezindrodni spole¢nosti mitochondridlni
fyziologie [219]. Dvanact mililitrd krve bylo vyuZito pro izolaci trombocytl pomoci
centrifugace v hustotnim gradientu Ficollu ve zkumavkach Leucosep (50 ml, Greiner
Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Rakousko). Po odebrani vrstvy bohaté na trombocyty
(Obr. 46), nasledovalo nékolik krokl diferencialni centrifugace pro precisténi vzorku.
Cely centrifugacni protokol trval cca 60 minut a celkovy objem vytézku byl 500 pl.
Diskontinualni afereticky proces separace trombocytl byl proveden dle metodickych
pokynl Transfuzniho oddéleni FN Hradec Krdlové a trval cca 60-110 minut.
Pro sjednoceni podminek izolace bylo také testovdno promyti aferetického vytézku

(n =17) poutzitim stejnych roztoku jako v ptipadeé izolace centrifugaci.

Odebirana vrstva bohata na trombocyty

Obr. 46 Ukazka rozdéleni vrstev krve po centrifugaci v hustotnim gradientu

4.5.2.2 Mitochondridlni respirometrie

Pro zhodnoceni mitochondridlni respirace sHRR bylo vyuZito oxygrafu
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko). Oxygraf byl vybaven dvéma
polarografickymi kyslikovymi senzory, které byly pfipevnéné v izolovnych komurkach

o definovaném objemu 0,5 ml. Do kaZdé komdurky bylo pfiddno 100-120 x 108
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trombocytl v respiraénim médiu MiRO5 pro analyzu spotieby kysliku na elektrodé.
Komplexni respira¢ni médium MiRO5 je sloZzeno zejména z osmoticky aktivni latky
sachardzy a albuminu o koncentraci 1 g/l pro stabilizaci mitochondridlni membrany.
Analyza probihala dle stanoveného SUIT protokolu za stalého michani pfi 37 °C
po dobu 2-3 hodin. Data byla zaznamenavana v realném c&ase pomoci softwaru
DatlLab 7.4 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko). Pro popis mitochondridlni
respirace bylo vyuzZito nékolik respiracnich stav(, které jsou uznavany jako zakladni
kameny mitochondridlni fyziologie [220]. V celé studii bylo pouZito ndzvoslovi dle
tymu prof. Gnaigera, zakladatele spolec¢nosti Oroboros Instruments (Innsbruck,
Rakousko) [182]. VSechny respiracni stavy jsou popsany podrobnéji v teoretické casti
této prace v kapitole 3.5.3.1.

Celd analyza zacala provedenim kyslikové kalibrace oxygrafu a poté bylo pfidano
pfedem stanovené mnozstvi biologického vzorku. Po stabilizaci rutinni respirace
(ROUTINE, R, cel) byl pridan pyruvat (celP). Nasledoval pridavek oligomycinu, ktery
slouZil k vyvhodnoceni LEAK stavu. Dale byl podnicen stav ETS titrovanim optimalni
koncentrace rozprahovace karbonylkyanid-p-trifluormethoxyfenylhydrazonu
(FCCP, ce3U). Po dosazeni maximalni kapacity ETS byl pfidan inhibitor komplexu |
rotenon (ce4Rot), ktery zabrani oxidaci NADH, ¢imz ziskame ROX. Nasledné byl
pridan sukcinat jako substrat komplexu Il (ce5S) a poté pro vyhodnoceni kvality
izolace aintegrity plazmatické membrany jsme vyuZili hodnoceni indexu viability
dle Doerrier et al. [183]. Plazmatickda membrana vSech bunék byla ndsledné
permeabilizovana titraci digitoninem (1Dig). Cytochrom c¢ (1Dig;c) byl dodan
pro vylouceni poruchy integrity OMM. Nakonec byl pfidan inhibitor komplexu llI
antimycin A (2Ama), ktery zastavil tok elektronli na cytochrom ¢ asoucasné
i mitochondrialni spotfebu kysliku (Rox). Reprezentativni méreni jednotlivych vytézk(

izolace trombocytl jsou zobrazena na Obr. 47.
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Obr. 47 Reprezentativni méreni respiracniho protokolu u vytézku trombocytll z centrifugacni izolace
(Cernd), aferézy (Cervend) a promytého aferetického vzorku (modrd). Osa X — ¢as analyzy aosa Y —
spotiebu kysliku zavisla na poctu bunék v komUrce. Pyr — pyruvat; Omy — oligomycin; Rot — rotenon;

Suc — sukcinat; Cyt ¢ — cytochrom c¢; Ama —antimycin A; R — ROUTINE; L — LEAK; E — ETS; Rox — ROX

Pti vyhodnoceni vysledkd nebyly pozorovany zmény v LEAK respiraci u vSech vytézkua.
Naopak u ROUTINE respirace byl pozorovdn narlst o 22 % a také o 16 % v ETS
kapacité u aferetickych vytézk( ve srovnani svytézky ziskanymi centrifugaci
(p =0,001; Obr. 48). Sukcindtova oxidace byla naopak nizsi o 57 % u aferetickych
vytézkl (p <0,001; Obr. 48). Vysledky byly také podporeny nutnosti aplikace vyssich
koncentraci oligomycinu (2,2x), rozptahovace karbonylkyanid-p-trifluormethoxyfenyl
hydrazonu (3,5x) a digitoninu (2,5%) u aferetickych vytézkd k navozeni optimainimu
stavu odezvy pfi analyze. Tato fakta naznacovala, Ze slozky plazmy darce mohou byt
preneseny z aferetického vytézku do respiracniho média, coz mohlo podpofrit
ROUTINE respiraci trombocytll, a naopak tlumit ucinky oligomycinu, rozpfahovace
a digitoninu. Aby tato hypotéza byla ovérena, vytézky z aferézy byly promyty
stejnymi roztoky pouzitymi pro izolaci pomoci centrifugace. Roztoky pro promyti
obsahovaly ethylen glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraoctovou kyselinu,
ktera chelatuje vapenaté ionty z plazmy. Po analyze promytych aferetickych vzork

byly rozdily v respiraci témér odstranény (Obr. 48).
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Obr. 48 Vliv izolacnich metod na mitochondridlni respiraci trombocytl. Vytézky trombocyta
z centrifugacni izolace (Cerna), aferézy (Cervena) a promytého aferetického vzorku (modra). Osa X —
Cas analyzy a osa Y — spotfebu kysliku zavisla na poctu bunék v kom(rce; porovnani stavi ROUTINE
respirace (RcelP), ETS kapacity (Ece3U) a sukcinatové ETS kapacity permeabilizovanych bunék
(Se, 1Dig). Hodnoty p jsou uvedeny nad pfisluSnym parovym porovnanim a byly vyhodnoceny pomoci

analyzy rozptylu dvojného tridéni (two-way ANOVA).

Kvalita trombocytl byla hodnocena pomoci indexu viability bunék (Obr. 49). Index
viability byl mirné avsak statisticky vyznamné vyssi u vytézk( ziskanych centrifugaci
87 % oproti 83 % u aferetickych vytézk( (p = 0,026). Test viability byl vyhodnocen
na zakladé skutecnosti, Ze plazmatickd membrana trombocytd je nepropustna
pro externé dodany sukcinat, ktery stimuluje dychani pouze u bunék Zivych
s funkénimi  mitochondriemi. V pfipadé bunék, které maji permeabilizovanou
membranu (napt. mechanicky pti pripravé vzorku), ale maji funkéni mitochondrie,
dochazi k zahajeni respirace stimulované sukcinatem. Timto jevem je moZné
vypocitat procento desticek, které byly poskozeny pfi izolaci, jelikoZz u téchto bunék
je ROUTINE respirace zanedbatelna (mitochondrie spoléhaji pouze na substraty
v bunce). Pokud je ale membrdna posSkozena a buriky nemaji funkéni mitochondrie
nedochdzi ke stimulaci dychani sukcindtem, protoZe burky jsou povaZovany
za mrtvé. Diky titraci digitoninu dochazi k permeabilizaci plazmatické membrany
(1Dig) a dosazeni maximalni sukcinatové ETS kapacity udava referenéni stav 100 %

permeabilizovanych bunék v celé mitochondridlni populaci [183]. Z vysledku je
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patrné, Ze dochdzi k obnoveni viability po promyti aferetickych vytézkd trombocytu

(Obr. 49).
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Obr. 49 Vliv izolacnich metod a médii na viabilitu trombocytl. Vytézky trombocytl z centrifugacni
izolace (Cerna), aferézy (Cervena) a promytého aferetického vzorku (modra). Respirometricky index
viability bunék byl vypoéten dle rovnice: VIr = 1 — (Jeess — Jeearot)/(J10ig — J2ama) [183]. Hodnoty p jsou
uvedeny nad pfisluSnym parovym porovnanim a byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu

jednoduchého tfidéni (one-way ANOVA, model se smiSenymi efekty).

4.5.2.3 Vysetieni aktivace trombocyti

CD62P (P-selektin) a CD63 byly pouZity jako markery pro aktivaci a degranulaci
trombocytl. VSechny vytézky izolace véetné kontrolni krve odebrané do zkumavek
s K2EDTA a citrdtem sodnym byly vysSetfeny v laboratofi Oddéleni klinické imunologie
a alergologie FN Hradec Kralové. K analyze byl vyuzZit pritokovy cytometr Navios 10

(Beckman Coulter, Praha, Ceska republika). Vzorky krve citratu a K2EDTA byly pouzity
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jako kontrola pro porovnani aktivace trombocyti. CD62P (P-selektin) je antigen,
ktery reflektuje stupen aktivace trombocyt(, zatimco exprese markeru CD63 slouzi
k detekci aktivovanych bazofilG a dobre koreluje s jejich degranulaci. Vysledky
ukazaly, Zetrombocyty nebyly aktivovany v pribéhu izolace centrifugaci
a aferetickou separaci v porovnani s jejich pfislusSnou kontrolni krvi v K;EDTA

a citratu.

4.5.3 Shrnuti

V této metodologické studii byla prokdzana aplikovatelnost HRR pro popis a studium
metabolického profilu trombocytl. Bylo také ovéreno pouziti darcovské aferézy jako
vhodné klinické metody pro izolaci trombocytl, kterd zachovava mitochondrialni
integritu a funkci trombocyt(i srovnatelné s laboratorni technikou izolace pomoci
centrifugace. Vsechny pozorované rozdily vrespiraci vytézk( trombocytl mezi
obéma metodami izolace byly odstranény po promyti aferetického vzorku. Lze tedy
usuzovat, Ze vsSechny rozdily byly zpUsobené Ilatkami prenesenymi z plazmy
do respira¢niho média u skupiny vytézka z aferézy. Tyto vysledky naznaduji, Ze vybér
média pro skladovani a nasledné méreni mitochondridlni respirace muze byt
klicovym faktorem pfi pouZiti trombocytl jako biomarkerl mitochondridlnich zmén
u patologickych stav( v lidském organismu. Pri testovani aktivace trombocytl nebyl
pozorovan zadny vyznamny ucinek zptisobeny rlznymi izolaénimi postupy.

Vysledky studie, kde byl ziskan datovy soubor fyziologického mitochondridlniho
fenotypu, potvrzuji aplikovatelnost funkéni mitochondridlni analyzy trombocytd
v biomedicinském vyzkumu u pacientl s trombocytopenii, sepsi a metabolickymi

chorobami.
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5. ZAVER

Disertalni prace shrnuje moji védeckou €innost ve Vyzkumné laboratofi Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové béhem mého doktorského studia
na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Prvni rozsahlejSi c¢ast je vénovana vyvoji a vyuziti HPLC metod se zamérenim
na aplikace v onkologii a parodontologii. Byla vyvinuta novd HPLC-DAD-FLD metoda
pro stanoveni neopterinu, tryptofanu, kynureninu, kreatininu a kyseliny mocové
ve slindach a UHPLC-FLD-MS/MS metoda pro stanoveni neopterinu, tryptofanu,
kynureninu a kreatininu v gingivalni tekutiné. NejvétSim uskalim vyvoje novych
metod bylo vyvinout metodiku vhodného odbéru a upravy vzorku, aby byl méné
invazivni pro pacienta a zdroven spliioval podminky pro kvantifikaci cilovych latek.
Vyvinuta a v praci zminéna metoda pro stanoveni zanétlivych biomarkerQ v gingivalni
tekutiné dosahla vyssi citlivosti nez bézné vyuzivané imunologické metody. Obé
zminéné metody spliiovaly validacéni kritéria dle bioanalytickych norem ICH a EMA
a mohou byt za¢lenény do portfolia Vyzkumné laboratore Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky FN Hradec Kralové.

Druha ¢ast prace byla zamérena na vysetieni funkce trombocytli pomoci senzoru
Clarkova typu. Diky moderni respirometrii s vysokou senzitivitou byl analyzovan
metabolicky profil a funkce trombocytll izolovanych z malého mnozZstvi Zilni krve.
Byly zde porovnavany dva izola¢ni pfistupy pro pfipravu vzorkd, tj. Cisté vyzkumna
metoda centrifugace v hustotnim gradientu spojena s diferencialni centrifugaci
a klinickd aferetickd metoda. Vyhodnoceni namérenych dat probéhlo na urovni
mitochondridlni respirace, ale také relevance ve vztahu k aktivaénim imunologickym
parametrdm trombocytl. Vysledkem bylo ziskani kontrolniho souboru dat
mitochondridlni respirace trombocytd od zdravych darch, ktery lze vyuZit
pro studium nejen hematologickych onemocnéni.

Vysledkem celé této prace je soubor nové vyvinutych chromatografickych metod
a metodického pristupu k vySetrfeni trombocytl, které maji potencial byt vyuzity
v diagnostice mnoha chorob a vedly k navazani spoluprace mezi rznymi klinickymi

pracovisti FN Hradec Kralové a s Onkologickou klinikou FN Olomouc v ramci internich
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Zaveér

projektl. VSechny vysledky, které vznikly béhem mého studia byly vydany

v Casopisech s IF.
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